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RIASSUNTO 
 
I telomeri, complessi di DNA e proteine allestremità dei cromosomi, subiscono un 
graduale accorciamento ad ogni divisione cellulare, fino al raggiungimento di una 
lunghezza critica; tale lunghezza segnala la fine della proliferazione, linizio della 
senescenza e la successiva morte per apoptosi.  
La telomerasi, un complesso ribonucleoproteico responsabile del mantenimento della 
lunghezza dei telomeri stessi, è sottoposta ad una fine regolazione, essendo repressa 
nella maggior parte delle cellule somatiche adulte; molti tumori umani stabilizzano il 
loro DNA mediante lattività dellenzima telomerasi.  
Scopo. Il primo obiettivo è stato quello di valutare il ruolo della telomerasi nello 
sviluppo e nella progressione del tumore del colon-retto, al fine di dimostrare il suo 
potenziale impiego quale utile marcatore sia diagnostico che prognostico. 
Successivamente, visto il coinvolgimento dellenzima telomerasi e della proteina p53 
nel processo di immortalizzazione, sono state valutate le eventuali mutazioni a carico 
degli esoni 4-9 del gene p53. 
Alla luce dei risultati ottenuti per il colon, abbiamo analizzato il ruolo della 
telomerasi anche in altri tipi di neoplasie, quali tumori della cute e tumori intracranici 
primitivi, al fine di evidenziare eventuali diversità tra i livelli di attività dellenzima e 
lespressione del suo messaggero. 
Materiali e metodi. Lattività telomerasica è stata valutata, sulla base del numero di 
ripetizioni telomeriche aggiunte, mediante saggio TRAP su estratti proteici. La 
valutazione dellespressione del messaggero hTERT è stata effettuata mediante 
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metodica di RT-PCR su RNA estratto dai medesimi campioni; lintensità delle bande 
del gene hTERT, relativamente al gene housekeeping gliceraldeide-3-
fosfatodeidrogenasi, ha permesso di distinguere livelli assenti, bassi ed elevati di 
espressione della telomerasi. 
Le alterazioni del gene oncosoppressore p53 sono state valutate mediante metodica 
di PCR-SSCP (Single Strand Conformation Polimorphism), su DNA estratto dai 
campioni tumorali di colon, e successivo sequenziamento automatico. 
Risultati. Per quanto riguarda il colon, i livelli di telomerasi sono risultati assenti nel 
tessuto normale ed aumentano gradualmente passando dai polipi adenomatosi, ai 
polipi displastici, ai carcinomi. Lanalisi del tessuto tumorale ha evidenziato una 
correlazione statisticamente significativa tra attività telomerasica e stadio della 
malattia. I dati ottenuti mediante RT-PCR sono risultati perfettamente sovrapponibili  
a quelli ottenuti mediante saggio TRAP. Sono state inoltre evidenziate mutazioni a 
carico di p53 nel 47% dei carcinomi colorettali; è stato possibile ipotizzare un 
meccanismo di regolazione della telomerasi p53-dipendente. 
E stata riscontrata, infine, unassociazione statisticamente significativa tra livelli 
elevati di telomerasi (in termini di attività e di espressione del messaggero) e 
listotipo più aggressivo, sia nei tumori della cute (epiteliomi spino-cellulari) sia nei 
tumori intracranici primitivi (meningiomi atipici/anaplastici). 
Nellambito dello studio dei tumori gliali, la disponibilità dei dati di follow-up, ci 
ha consentito di evidenziare una differenza significativa in termini di sopravvivenza 
totale e di intervallo libero da malattia; in particolare, i pazienti con alta attività 
enzimatica  e/o alti livelli di messaggero andavano incontro a peggior prognosi.  
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Conclusioni. Nel caso della cancerogenesi colorettale è stata ipotizzata una graduale 
attivazione dellenzima, avendo dimostrato la correlazione tra alti livelli di 
telomerasi e gli stadi avanzati del tumore. E possibile concludere che, anche negli 
altri tipi di neoplasie prese in esame, la riattivazione dellenzima potrebbe 
rappresentare un passaggio cruciale nello sviluppo e, soprattutto, nella progressione 
tumorale. La telomerasi è risultata essere un utile marcatore diagnostico e 
prognostico, nonché un potenziale bersaglio terapeutico. 
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1a. TELOMERI E TELOMERASI 
 
Il problema della replicazione terminale 
Il materiale genetico delle cellule eucariotiche è disperso in cromosomi lineari 
multipli: nelluomo in 46 cromosomi per ogni cellula somatica. La presenza di 
cromosomi multipli ed indipendenti offre grandi vantaggi selettivi nel corso 
dellevoluzione. La linearità dei cromosomi permette laumento delle frequenze di 
ricombinazione e, di conseguenza, il rimescolamento casuale dei cromosomi durante 
la riproduzione sessuale. La dispersione del DNA in tanti cromosomi lineari, infine, 
permette di aumentare la diversità genetica di una popolazione (Meyerson, 2000). I 
cromosomi lineari pongono però due problemi alla cellula: da una parte la protezione 
delle terminazioni del DNA da degradazione e fusione, dallaltra la replicazione delle 
estremità del DNA.  
Le terminazioni 3 e 5 del DNA sono estremamente suscettibili alla degradazione 
nucleasica ed altamente soggette a ricombinazione genica, dovuta a legami con altre 
terminazioni libere di DNA o ad integrazione al centro del DNA cromosomico 
(McClintock, 1941; Haber and Thorburn, 1984). La modalità del meccanismo di 
sintesi del DNA determina linsorgenza del noto problema della replicazione 
terminale, descritto per la prima volta da Watson nel 1972 (McKenzie et al., 1999). 
La DNA polimerasi, infatti, può sintetizzare interamente ed in modo continuo solo il  
filamento stampo (leading strand) in direzione 35, in virtù della sua modalità 
dazione; conseguentemente, la sintesi del filamento lento (lagging strand) 
risulta discontinua e dipendente dallutilizzo di piccoli primers di RNA, che fungono 
da innesco per la replicazione e che generano corte sequenze di DNA, conosciute 
 10 
come frammenti di Okazaki. Successivamente, la degradazione dei primers e 
lintervento della DNA ligasi provvederanno allunione dei neosintetizzati frammenti 
di Okazaki (Fig.1). 
 
 
Anche se un primer di RNA ibridasse allestremità del cromosoma, una situazione 
statisticamente improbabile, la sua degradazione lascerebbe comunque uno spazio 
vuoto. La terminazione 5 del filamento lento risulterebbe più corta rispetto alla 
terminazione 3 dellaltro filamento, determinando così la perdita di 50-100 paia basi 
di DNA ad ogni ciclo replicativo (Meyerson, 2000); qualora non intervenissero altri 
meccanismi, questa perdita di DNA porterebbe alla morte cellulare. Gli organismi 
eucariotici hanno evoluto delle strutture specifiche, dette telomeri, atte alla 
risoluzione di tale problema. 
 
Fig. 1 Modello di replicazione del DNA. 
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Telomeri: struttura e funzioni 
I telomeri sono strutture specializzate di eterocromatina, che fungono da cappuccio 
protettivo per le estremità dei cromosomi (McKenzie et al., 1999). Nella maggior 
parte degli organismi, i telomeri sono costituiti da ripetizioni di corte sequenze ricche 
di guanina (Blackburn, 1991), complessate con proteine. Nelluomo ed in altri 
vertebrati la sequenza telomerica ripetuta è 5-TTAGGG-3 (Moyzis et al., 1988). 
Ogni terminazione di ciascun cromosoma umano conta tra le 1000 e le 2000 
ripetizioni, per un totale approssimativo di 6-12 kb (Moyzis et al., 1988; de Lange et 
al., 1990). Il numero di ripetizioni e la composizione in basi variano a seconda della 
specie, ma le funzioni dei telomeri sono conservate e si possono riassumere nei 
seguenti tre punti: 
 mantenimento della stabilità cromosomica, in termini di protezione dai 
fenomeni di degradazione per opera di esonucleasi, di fusione con estremità 
di altri cromosomi per opera di ligasi, di riarrangiamento e di ricombinazione; 
 organizzazione spaziale del nucleo cellulare ed ancoraggio dei cromosomi 
stessi durante la replicazione del DNA; 
 influenza sulla trascrizione di geni posti nelle vicinanze delle estremità 
cromosomiche (Chatziantoniou, 2001). 
Il DNA telomerico ha una conformazione a doppio filamento; allestremità del 
cromosoma, comunque, il filamento 53 ricco in guanina sporge per 50-150 
nucleotidi in più rispetto al filamento complementare, ricco in citosina (Kipling, 
1995). 
Le proteine leganti il DNA telomerico formano un intricato complesso multiproteico 
e contribuiscono al mantenimento della stabilità del telomero ed alla regolazione 
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della sua lunghezza. Nelle cellule umane, le proteine TRF1 e TRF2 riconoscono 
specificamente la sequenza ripetuta TTAGGG (Broccoli et al., 1997). La funzione di 
regolare la lunghezza del telomero, inibendone lallungamento una volta raggiunta la 
misura critica, sembra essere assegnata alla proteina TRF1 (van Steensel and de 
Lange, 1997). TRF2, invece, ostacola la fusione delle terminazioni tra i cromosomi, 
determinando una notevole stabilità telomerica (van Steensel et al., 1998).  
La replicazione dei telomeri rappresenta un evento tardivo nel ciclo cellulare e, in 
conseguenza del meccanismo della replicazione del DNA precedentemente discusso, 
incompleto a livello delle estremità 5 di ogni filamento di nuova sintesi. Ad ogni 
divisione cellulare, i telomeri umani subiscono una perdita di circa 100 paia basi (16 
ripetizioni TTAGGG), andando incontro così ad un progressivo accorciamento. 
Dopo un certo numero di mitosi il telomero raggiunge una lunghezza critica, tale da 
innescare un segnale di cessazione delle divisioni cellulari e linizio di un periodo 
definito senescenza cellulare. 
 
I  telomeri e la senescenza cellulare 
Le cellule normali in coltura hanno una limitata capacità proliferativa. I fibroblasti 
umani, per esempio, possono replicarsi in media 40-50 volte prima di interrompere la 
proliferazione (Hayflick and Moorhead, 1961); larresto della crescita è conosciuto 
come senescenza cellulare ed il numero predefinito di divisioni cellulari è noto come 
numero di Hayflick (Hayflick, 1976).  
I dati in letteratura concordano sul fatto che laccorciamento dei telomeri, in seguito 
a ripetute divisioni cellulari, sia responsabile dellinduzione del fenotipo senescente, 
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ma il meccanismo di induzione è ancora sconosciuto (Feng et al., 1995; Campisi, 
1997).  
La senescenza rappresenta uno stato in cui le cellule non vanno più incontro a 
proliferazione, ma rimangono vitali per periodi estesi (Mu and Wei, 2002). Esistono 
probabilmente due meccanismi responsabili dellesaurimento proliferativo delle 
cellule normali: 
 Stadio di Mortalità 1 (M1), che si instaura quando la maggior parte dei 
telomeri presenta ancora alcune migliaia di paia basi; potrebbe essere indotto 
sia dallattivazione di geni posti in regioni immediatamente subtelomeriche, 
sia da un segnale di danno al DNA innescato da uno o più telomeri che hanno 
subito un notevole accorciamento. Il meccanismo M1 determina un arresto 
nella crescita, mediato dai geni soppressori tumorali p53 e pRB. Se p53 e 
pRB sono inattivate, a causa di una mutazione oppure per il legame con 
oncoproteine virali, le cellule possono oltrepassare M1 e continuare a 
dividersi fino allinduzione del meccanismo M2 (Chatziantoniou, 2001); 
 Stadio di Mortalità 2 (M2) o crisi, dove il telomero raggiunge un valore 
critico di lunghezza per cui non è più in grado di assolvere la sua funzione di 
protezione delle estremità cromosomiche. Linsorgenza di alcuni fenomeni, 
quali la degradazione cromosomica e la fusione tra le estremità, porta 
allinstabilità genomica e alla morte cellulare per apoptosi (Fig.2). 
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Cellule senescenti sono dunque caratterizzate da telomeri più corti. E stata infatti 
evidenziata sperimentalmente una chiara riduzione della lunghezza telomerica di 
cellule somatiche, sia fibroblasti che leucociti, passando da individui giovani ad 
individui più anziani (Hastie et al., 1990; Harley et al., 1990). Le cellule somatiche 
umane sembrano inoltre avere telomeri più corti rispetto agli spermatozoi degli stessi 
individui, suggerendo lipotesi che si assista ad un accorciamento dei telomeri umani 
anche durante lo sviluppo (de Lange et al., 1990; Hastie et al., 1990). Linsorgenza di 
una ritardata morte cellulare in microrganismi con difetti di mantenimento dei 
telomeri, che sopraggiunge infatti alcune generazioni dopo linizio 
dellaccorciamento degli stessi (Yu et al., 1990; Lundblad and Srostak, 1989), ha 
indotto a rappresentare il telomero quale efficace orologio mitotico.  
 
M1 
M2 
Inattivazione di p53 e di pRB  
n° divisioni cellulari 
 
Arresto della 
crescita 
 Ulteriore  proliferazione  
cellulare 
Crisi e morte 
cellulare 
Lunghezza del telomero 
Fig. 2 Andamento della lunghezza dei telomeri in funzione del 
numero di divisioni cellulari. M1 e M2 rappresentano i due 
meccanismi responsabili dellesaurimento proliferativo delle 
cellule normali. 
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Il problema della perdita di DNA alle estremità cromosomiche può essere superato 
dallenzima telomerasi, in grado di aggiungere sequenze ripetute ai telomeri per 
contrastare laccorciamento dei cromosomi ed impedire il raggiungimento della 
lunghezza critica, che determina il blocco delle mitosi e quindi linizio della 
senescenza cellulare. 
 
La telomerasi: struttura e funzioni 
La telomerasi è stata scoperta per la prima volta nel ciliato Tetrahymena (Greider and 
Blackburn, 1985). E una ribonucleoproteina appartenente alla grande famiglia delle 
trascrittasi inverse, ovvero una polimerasi che sintetizza il DNA a partire da uno 
stampo di RNA; la sua peculiarità risiede nel fatto che presenta il proprio stampo di 
RNA come parte integrante dellenzima (Blackburn, 1992). La telomerasi si lega 
allestremità 3 dei cromosomi eucariotici ed aggiunge unità ripetute TTAGGG a 
singolo filamento (Morin, 1989; Yu et al., 1990). 
La telomerasi attiva necessita, quindi, di due componenti essenziali: 
 una subunità di RNA, contenente una sequenza nucleotidica che agisce 
direttamente da stampo per laggiunta delle ripetizioni telomeriche (Feng et 
al.,1995)  
 una subunità proteica, a cui è invece affidata la funzione di catalizzare la 
sintesi del telomero (Lingner et al., 1997a). 
 
La subunità di RNA (hTR) 
La subunità di RNA, denominata TER in generale (TR, nei mammiferi; hTR, 
nelluomo; TLC1, nei lieviti), presenta una struttura secondaria altamente conservata, 
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ritrovata in ciliati e vertebrati (Romero and Blackburn, 1991). La subunità di RNA 
umana, hTR (human Telomerase RNA) è cosituita da 451 nucleotidi, dei quali undici 
rappresentano la sequenza stampo CUAACCCUAAC che codifica per le ripetizioni 
telomeriche (TTAGGG)n. Il gene codificante è localizzato nella parte distale del 
braccio lungo del cromosoma  3 (Chatziantoniou, 2001). 
 
La subunità proteica (hTERT) 
La proteina TERT, codificata dal gene omonimo localizzato sul cromosoma 5 
(hTERT nelluomo, ovvero human Telomerase Reverse Transcriptase), è un 
polipeptide di 127 kDa appartenente alla famiglia delle trascrittasi inverse. Tra i 
motivi caratteristici conservati, importante è una triade di aspartati, che contribuisce 
alla formazione di particolari siti di legame nel sito attivo delle polimerasi; una 
qualsiasi mutazione in uno degli aspartati determina infatti unalterazione della 
funzionalità catalitica (Nakamura et al., 1997). La subunità catalitica della telomerasi 
è conservata nei lieviti (Counter et al., 1997), nei protozoi (Bryan et al., 1998) e nei 
mammiferi (Harrington et al., 1997). Dal momento che il DNA è sintetizzato a 
partire da uno stampo di RNA, non stupisce che la subunità catalitica di questo 
enzima mostri una significativa omologia di sequenza con la trascrittasi inversa dei 
retrovirus, tra cui lHIV (Xiong and Eickbush, 1990). 
 
Ulteriori componenti proteiche 
Le proteine associate alla telomerasi sembrano giocare un ruolo chiave nel 
permettere allenzima di agire in vivo (Holt et al., 1999). Nei lieviti sono almeno due 
le proteine associate al complesso enzimatico, Est1p ed Est3p (Nugent and Lundblad, 
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1998). Estratti di lievito, sottoposti a delezione di Est1 o Est3, tuttavia, sono in grado 
di supportare laggiunta di ripetizioni telomeriche in vitro (Cohn and Blackburn, 
1995; Lingner et al., 1997b). Nel protozoo ciliato, Tetrahymena, la proteina p80 
(Collins et al., 1995) mostra una significativa omologia con una proteina più grande 
presente nella telomerasi dei mammiferi, TP1/TEP1 (Harrington et al., 1997). Il 
ruolo biologico di tali proteine è ancora oggetto di studio. In generale, il complesso 
della telomerasi può essere costituito da un largo numero di componenti, ciascuno 
dei quali è un potenziale target di regolazione dellenzima (Fig.3). 
 
 
 
 
           
 
                                  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ATTIVITA 
 
TELOMERASICA 
SUBUNITA 
RNA (hTERC) 
SUBUNITA 
CATALITICA (hTERT) 
ALTRI FATTORI: 
 Cromosomi 3/6/10 
 Fosforilazione 
  
PROTEINE ASSOCIATE 
AI TELOMERI: TRF1/TRF2 
Fig. 3 Componenti del complesso enzimatico, quali potenziali target di 
regolazione dellattività telomerasica (Keith et al., 2001). 
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Modello di azione della telomerasi 
Il modello di azione della telomerasi, illustrato in Figura 4, evidenzia come lenzima 
operi la sintesi alternando due passaggi: 
 allungamento;  
 traslocazione. 
 
 
 
 
Lestremità 3 della regione stampo nella subunità di RNA si lega alla terminazione 
3 sporgente del DNA telomerico, quindi la subunità catalitica promuove laggiunta 
dei deossinucleotidi in direzione 53 ed inizia la sintesi; lallungamento è dovuto, 
Fig. 4 Modello di azione dellenzima telomerasi nel processo di 
sintesi del telomero.            
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infine, alla traslocazione della subunità di RNA sulla terminazione 3 del telomero di 
nuova sintesi (Greider and Blackburn, 1989; Morin, 1989). 
 
La valutazione della telomerasi 
Lo sviluppo di un saggio altamente sensibile denominato TRAP (Telomeric Repeat 
Amplification Protocol) nel 1994 (Kim et al., 1994) ha fornito il mezzo per lanalisi 
dellattività telomerasica in unampia varietà di tessuti in tempi relativamente brevi 
(Mc Kenzie et al., 1999). Limpiego di tale protocollo ha reso possibile lindagine su 
larga scala in cellule e tessuti umani. Al saggio TRAP spesso vengono affiancate 
ulteriori tecniche, quali il TRAP-ELISA e il TRAP-ELIDA, dove la bioluminescenza 
viene utilizzata come tecnica di rivelazione. 
 
  
 
Più recentemente, il clonaggio della componente di RNA e della subunità catalitica 
dellenzima ha rivelato un nuovo metodo per lanalisi e la valutazione della 
telomerasi. Una delle metodiche maggiormente impiegate nella valutazione 
dellespressione genica della telomerasi, in particolare del suo messaggero hTERT, è 
Attività telomerasica Espressione genica 
Saggio TRAP RT-PCR (mRNA) 
 Ibridazione in situ (mRNA) 
 Immunoistochimica (proteina) 
Tab. 1  Principali tecniche di valutazione dei livelli di telomerasi. 
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rappresentata dalla RT-PCR (Reverse Trascription-PCR), effettuata sullRNA 
estratto e quantificato.  
Le altre metodiche elencate nella tabella 1, ovvero libridazione in situ, sia per hTR 
che per hTERT, e le tecniche di immunoistochimica basate sullimpiego di anticorpi 
anti-hTERT, permettono la localizzazione dellespressione telomerasica allinterno 
del tessuto, non consentendo però lanalisi dello splicing alternativo nè 
lindividuazione degli eventuali trascritti.  
 
La telomerasi nei tessuti normali 
La maggior parte delle cellule somatiche umane, ad eccezione del sistema 
ematopoietico e delle cellule germinali non possiede attività telomerasica e mostra un 
progressivo accorciamento dei telomeri, con conseguente senescenza. Lattività 
telomerasica è strettamente regolata durante la normale crescita e lo sviluppo, al fine 
di evitare una proliferazione illimitata, diretta verso la malignità (Mabruk and 
OFlatharta, 2005). 
Attività telomerasica è stata osservata in numerosi tessuti fetali umani, quali 
muscolo, polmone e cute, suggerendo che lenzima sia attivo durante lo sviluppo e 
venga represso nei tessuti adulti (Chatziantoniou, 2001). Le prime cellule umane 
normali risultate essere telomerasi-positive furono linfociti sottoposti a stimolazione 
della proliferazione (Broccoli et al., 1995; Counter et al., 1995; Hiyama et al., 
1995a). Altri tipi cellulari umani normali che presentano attività telomerasica sono: 
lepitelio intestinale (Hiyama et al., 1996), lepitelio esofageo (Takubo et al., 1997), 
lendometrio (Kyo et al., 1997), i cheratinociti basali (Harle-Bachor and Boukamp, 
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1996), lepitelio della cervice uterina (Yasumoto et al., 1996), le cellule staminali del 
sistema ematopoietico (Yui et al., 1998).  
I dati più recenti evidenziano che, nellambito di ogni tessuto, una piccola 
sottopopolazione mantenga comunque bassi livelli di attività telomerasica, sebbene 
in misura insufficiente a prevenire lerosione telomerica (Ouellette et al., 1999). 
Studi sullespressione della subunità catalitica della telomerasi umana (hTERT) nei 
tessuti normali hanno concordato con i dati ottenuti dalla misurazione dellattività 
telomerasica mediante saggio TRAP. Lanalisi mediante ibridazione in situ ha 
rivelato la presenza di hTERT in una varietà di cellule e tessuti normali con elevata 
capacità proliferativa, quali ad esempio differenti tipi di cellule epiteliali, precursori 
ematopoietici e spermatogoni (Kolquist et al., 1998). Studi di immunoistochimica, 
infine, realizzati mediante anticorpi anti-hTERT, hanno mostrato lespressione di 
hTERT nelle cellule normali dellepitelio proliferativi del colon (Tahara et al., 1999).  
 
Telomerasi ed oncogenesi 
Lattività telomerasica è stata evidenziata nell85% circa dei tumori maligni (Kim et 
al., 1994); più precisamente, è stata registrata nel 75% dei carcinomi orali (Kannan et 
al., 1997), 80% dei tumori polmonari (Hiyama et al., 1995b), 84% dei tumori alla 
prostata (Sommerfield et al., 1996), 85% dei  tumori epatici (Tahara et al., 1995a), 
94% di neuroblastomi (Hiyama et al., 1995c), 95% di carcinomi colorettali (Tahara 
et al., 1995b) e infine nel 98% delle neoplasie ematologiche (Lin et al., 1996). 
Dal momento che lattività telomerasica è risultata presente nella maggior parte dei 
tumori maligni e assente nelle cellule somatiche normali, è stato possibile ipotizzare 
un suo ruolo centrale nel processo di cancerogenesi (Rhyu, 1995) (Fig. 5). 
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La trasformazione con oncogeni virali e/o cellulari estende il periodo di vita delle 
cellule umane in coltura oltre il primo punto di arresto della crescita, noto come 
senescenza (Fig. 2); queste cellule trasformate comunque entrano nella fase di crisi, 
caratterizzata dalla presenza di aberrazioni cromosomiche e da una morte cellulare di 
massa (Counter et al., 1992). Rari cloni di cellule immortali evitano la crisi e 
sopravvivono grazie allattivazione della telomerasi (Meyerson, 2000). Questa 
ipotesi è stata convalidata da studi sulla lunghezza del telomero e dalla valutazione 
dellattività telomerasica di cellule umane in coltura. Lanalisi della lunghezza 
Fig. 5 Regolazione della lunghezza dei telomeri nelle cellule normali e 
cancerose ad opera della telomerasi ( Keith et al., 2001). 
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telomerica in cellule embrionali di rene trasformate con lantigene del virus 40T di 
scimmia, ed in linfociti B umani trasformati con il virus di Epstein-Barr, ha 
evidenziato un costante accorciamento dei telomeri fino al momento di ingresso delle 
cellule in crisi; nelle cellule sopravvissute, invece, viene attuato un meccanismo di 
mantenimento della lunghezza. Lenzima telomerasi risulta infatti inattivo nelle 
cellule mortali prima della fase di crisi, ma è attivato nei cloni cellulari 
immortalizzati (Counter et al., 1992).  
Come è già stato detto in precedenza, lattività telomerasica è riscontrata nel 90-95% 
di linee cellulari umane immortalizzate e nell85% circa dei tumori. Nel restante 5-
15% dei casi, il mantenimento della lunghezza dei telomeri è probabilmente dovuto 
ad un meccanismo telomerasi-indipendente, noto come ALT (Hsu and Lin, 2005). Il 
meccanismo ALT non è conosciuto nelle cellule umane, ma si pensa possa essere 
basato su meccanismi di ricombinazione, analoghi a quelli che mantengono i 
telomeri in alcuni lieviti privi dellenzima telomerasi (Nakamura et al., 1998).  
Non è ancora chiaro se lelevata attività telomerasica nel tumore sia dovuta a: 
 riattivazione della telomerasi, nel corso delloncogenesi;  
 fallimento del suo spegnimento, per esempio a causa della mutazione di un 
gene coinvolto nel pathway di repressione della telomerasi; 
 pressione selettiva di una cellula telomerasi-positiva. 
Deve essere comunque sottolineato che, nonostante il potenziale illimitato di vita, la 
cellula telomerasi-immortalizzata richiede altre alterazioni geniche per sviluppare un 
fenotipo completamente maligno. 
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Regolazione dellattività telomerasica 
Il meccanismo di regolazione della telomerasi è argomento di grande interesse.  
Nella maggior parte delle cellule normali, dove manca lattività telomerasica, non è 
possibile nemmeno rilevare lespressione di hTERT, mentre sono comunque 
individuabili hTR ed alcune delle proteine associate. Queste osservazioni fanno 
ipotizzare che hTERT sia un fattore essenziale per lattività telomerasica e che la sua 
regolazione giochi un ruolo chiave nel processo di immortalizzazione cellulare 
(Avilion et al., 1996; Nakamura et al., 1997). Il meccanismo attraverso il quale la 
telomerasi viene repressa nelle cellule somatiche normali e viene invece attivata nelle 
cellule tumorali sembra coinvolgere proprio la regolazione dellespressione di 
hTERT, ma è ancora lontano dallessere chiarito. 
Lanalisi dellespressione di hTERT ha suggerito la presenza di almeno due 
meccanismi di regolazione dellattività telomerasica:  
1) il controllo trascrizionale del gene hTERT; 
2) lo splicing alternativo dei trascritti di hTERT (Ulaner et al., 1998). 
Studi recenti hanno mostrato che il promotore di hTERT è inattivo nelle cellule 
somatiche umane normali, mentre viene attivato durante limmortalizzazione; 
lanalisi dettagliata della sequenza del promotore ha evidenziato dei siti di legame 
per numerosi fattori di trascrizione (Cong et al., 1999). 
Lesistenza di trascritti di hTERT, che determinano la formazione di una forma 
tronca o inattiva della proteina, indica che, accanto alla attivazione/repressione 
trascrizionale del gene hTERT, lattività della telomerasi possa essere regolata 
attraverso il meccanismo di splicing alternativo (Mu and Wei, 2002). 
 25 
In figura 6 è illustrato il diagramma dellmRNA di hTERT. Le regioni che 
codificano per i motivi caratteristici delle trascrittasi inverse sono indicate come 1, 2, 
A, B, C, D ed E. Lo splicing alternativo determina due delezioni allinterno della 
molecola di mRNA, indicate come á e â. Il sito di splicing á causa una delezione di 
36 basi (12 aminoacidi) allinterno del motivo conservato A. Il sito â determina una 
delezione di 182 basi, che spezza la proteina davanti ai motivi B, C, D ed E.  
In figura 6 sono inoltre illustrati i quattro prodotti di splicing: il full-lenght, il 
trascritto con la delezione á, il trascritto con la delezione â ed infine il trascritto con 
entrambe le delezioni. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Solo il trascritto full-lenght è in grado di codificare per una trascrittasi inversa 
funzionale. Una conferma è fornita da uno studio sullattività telomerasica, 
sullespressione della subunità di RNA (hTR) e della subunità proteica (hTERT) nel 
corso dello sviluppo di cuore, fegato e rene fetale umano (Ulaner et al., 1998). La 
        1    2             A                       B         C   D     E 5 3 
á â 
457 pb 
421 pb 
275 pb 
239 pb 
I quattro prodotti di splicing 
alternativo: il full-lenght, il 
trascritto con la delezione á, il 
trascritto con la delezione â ed 
infine il trascritto con entrambe le 
delezioni. 
Fig. 6 Diagramma della molecola dellmRNA di hTERT. Sotto, i rispettivi 
quattro prodotti derivati dallo splicing alternativo. 
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subunità hTR è espressa nei tre tessuti a tutte le età gestazionali esaminate. 
Lespressione di hTERT, invece, sembra correlare con lattività telomerasica: nel 
fegato, sono presenti entrambe a tutti gli stadi presi in esame; nel cuore, sono 
presenti entrambe, fino allundicesima settimana di gestazione, ma non 
successivamente; nel rene, sebbene lattività telomerasica venga soppressa dopo la 
quindicesima settimana, il trascritto hTERT può essere evidenziato almeno fino alla 
ventunesima settimana. Lattività telomerasica è, infatti, presente per tutto il periodo 
durante il quale è espresso il trascritto full-lenght di hTERT, (ovvero fino alla 
quindicesima settimana circa); riguardo agli altri trascritti, essi continuano ad essere 
espressi fino ai più avanzati stadi di sviluppo, mentre lattività telomerasica risulta 
spenta (Zhang et al., 2000). 
I meccanismi coinvolti nella regolazione dellespressione di hTERT nelle cellule 
normali e tumorali sono ancora sconosciuti. Nelle cellule normali lespressione di 
hTERT sembra sottoposta allazione di un repressore durante lo sviluppo; alcuni 
cambiamenti genici di hTERT potrebbero rendere la cellula insensibile a tale 
repressione.  
 
Potenziale ruolo della telomerasi nella diagnosi e nella terapia dei tumori 
La telomerasi, dal momento che è attiva nella maggior parte dei tumori maligni e 
soltanto in una bassa percentuale di tessuti normali, potrebbe essere utilizzata come 
marcatore tumorale e/o indicatore prognostico e fornire un ottimo bersaglio per la 
terapia anti-tumorale. La telomerasi è attualmente considerata un ausilio in alcune 
situazioni in cui il citologo non sia possibile effettuare una diagnosi citoistologica di 
certezza; in particolare, può essere daiuto in alcuni tipi di sospetta neoplasia (per 
 27 
esempio, agoaspirato tiroideo e pap-test per la cervice uterina). Secondo lo studio 
condotto da Shay e Wright nel 1996, il saggio per la valutazione della telomerasi 
sembra avere una specificità del 91% ed una sensibilità dell85%. Lattività 
enzimatica può essere inoltre ritrovata in una piccola proporzione di lesioni benigne 
e premaligne, probabilmente legata ad un possibile potenziale maligno delle cellule 
stesse; la valutazione enzimatica potrebbe essere utile quindi in questi casi per una 
diagnosi precoce di cancro (Chatziantoniou, 2001). 
La scoperta di una stretta correlazione tra attivazione della telomerasi, 
immortalizzazione cellulare ed oncogenesi ha fatto supporre che gli inibitori della 
telomerasi potrebbero essere potenti agenti terapeutici, in grado di uccidere 
selettivamente le cellule tumorali. Linibizione della telomerasi dovrebbe portare 
verso un accorciamento dei telomeri fino ad una lunghezza critica, tale da 
determinare senescenza replicativa e morte cellulare dovuta a danni cromosomici 
irreparabili. E stato osservato che le cellule tumorali hanno generalmente telomeri 
più corti rispetto alla normale popolazione di cellule replicative, probabilmente 
perché le cellule maligne sono andate incontro ad un numero maggiore di divisioni; 
linibizione di attività telomerasica potrebbe determinare una letale erosione dei 
telomeri delle cellule tumorali dopo pochi cicli di divisione cellulare, senza che le 
cellule normali subiscano conseguenze dannose durante la terapia (Mu and Wei, 
2002). E tuttavia possibile che insorgano alcuni effetti collaterali quali linfopenia, 
immunosoppressione e sterilità, vista la presenza fisiologica di telomerasi nei 
linfociti e nelle cellule germinali. Come colpire i telomeri e la telomerasi stessa ha 
catturato linteresse di numerosi ricercatori negli ultimi anni.  
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E possibile inibire direttamente la telomerasi a livello di attività enzimatica oppure 
modulare la sua espressione genica. Sia lo stampo di RNA (hTR), che la subunità 
catalitica hTERT sono stati utilizzati sperimentalmente come bersaglio. Il primo 
studio ad avere successo fu riportato nel 1995, quando oligonucleotidi antisenso 
diretti contro i primi 185 nucleotidi della molecola hTR furono introdotti nelle 
cellule HeLa, determinando laccorciamento dei telomeri e lentrata delle cellule in 
crisi. Successivamente, vennero utilizzati contro hTR ribozimi, ovvero piccole 
molecole in grado di tagliare lRNA  bersaglio in un modo sequenza-specifico. 
Per colpire la subunità catalitica, inizialmente venne identificato un mutante 
dominante negativo in grado di causare una completa inibizione dellattività 
enzimatica, un accorciamento telomerico ed un aumentato grado di apoptosi nelle 
cellule in cui veniva introdotto; questo approccio, notevolmente complicato, può 
essere sostituito dallutilizzo di farmaci, quali analoghi di nucleotidi, più idonei per 
la clinica. 
Nelle cellule umane, le code di DNA ricche in guanina, caratteristiche dei telomeri, 
sono in grado di formare delle strutture planari dette G-quadruplex; la loro 
funzione non è del tutto chiara, ma potrebbero avere un ruolo nel mantenimento dei 
telomeri e nella regolazione trascrizionale dellespressione di hTERT. Farmaci in 
grado di stimolare la formazione di tali strutture o di stabilizzarle sembrano essere 
importanti e sono tuttora oggetto di studio.  
Recentemente, anche la repressione dellespressione della telomerasi nelle cellule 
tumorali sembra avere applicazioni nelle terapie anti-tumorali. Si pensa che la 
regolazione a livello trascrizionale sia il passaggio fondamentale per lespressione di 
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hTERT, ma esistono studi in corso anche sulla regolazione al sito di splicing e su 
modificazioni post-trascrizionali. 
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1b. IL GENE ONCOSOPPRESSORE p53  
 
Il gene che codifica per la proteina p53 nelluomo risulta costituito da 11 esoni, il 
primo dei quali non codificante, distribuiti su unarea di circa 20 Kb del braccio corto 
del cromosoma 17 (Lamb and Crawford, 1986).  
La proteina p53 è costituita da 393 aminoacidi ed è caratterizzata dalla presenza di 
cinque domini altamente conservati nel corso dellevoluzione, bersaglio della 
maggior parte delle mutazioni riscontrate a livello delle cellule tumorali (Soussi et 
al., 1990). La regione centrale della proteina contiene una sequenza specifica per il 
legame al DNA (dallaminoacido 100 al 300); questo core proteolisi-resistente è 
fiancheggiato allestremità carbossi-terminale da un sito di oligomerizzazione ed 
allestremità ammino-terminale da un dominio trascrizionale (Volgestein and 
Kinzler, 1994) (Fig. 7). 
La proteina p53 ha unemivita breve, di circa 20-40 minuti (Somasundaram and 
Eldeiry, 2000). Dopo lesposizione di una cellula ad agenti genotossici, p53 diviene 
stabile, subisce un notevole incremento in concentrazione e viene trasportata 
allinterno del nucleo, dove va incontro a tetramerizzazione. In seguito 
allattivazione, p53 assume la capacità di legare il DNA, interazione necessaria per lo 
svolgimento delle sue funzioni come attivatore o inibitore trascrizionale, oppure 
come regolatore della sintesi e della riparazione del DNA (Dulic et al., 1994; Di 
Leonardo et al., 1994). Laccumulo di p53 provoca larresto del ciclo cellulare in 
fase G1 (Levine et al., 1991) per un tempo sufficiente affinché il DNA venga riparato 
prima di passare alla successiva fase S, per impedire uneventuale propagazione di 
lesioni genetiche alla progenie cellulare (Agarwal et al., 1995). Se le lesioni a carico 
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del DNA sono troppo estese ed importanti per essere riparate, la proteina p53 attiverà 
le vie metaboliche che condurranno alla morte cellulare programmata (Shaw et al., 
1992; Lowe et al., 1994; Guillouf et al., 1995). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
p53 e la cancerogenesi 
La proteina p53 è un fattore trascrizionale dalle molteplici attività biologiche, in 
grado di attivare o reprimere numerosi geni bersaglio specifici (Ko and Prives, 1996; 
Gottlieb and Oren, 1998). 
p53 sembra svolgere un ruolo fondamentale come regolatore del programma di 
senescenza cellulare (Reddel, 1998). Lassenza di una proteina p53 funzionale 
conduce la cellula verso un cammino di immortalizzazione, rendendola suscettibile 
alla trasformazione neoplastica. p53 risulta, infatti, mutata o inattivata da vari altri 
meccanismi nel 50% circa di tutti i tumori umani (Asker et al., 1999; Hollstein et al., 
1994); la maggior parte delle mutazioni danneggia la capacità di p53 di legare 
specificamente il DNA. Un evento mutazionale a carico di p53 può determinare 
Fig. 7  Struttura del gene p53. 
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quindi un vantaggio selettivo per lespansione clonale di cellule pre-neoplastiche o 
neoplastiche.  
 
p53 e la telomerasi 
Il coinvolgimento di p53 e della telomerasi nel processo di invecchiamento cellulare 
e di immortalizzazione, e lelevata percentuale di mutazioni di p53 nei tumori umani, 
suggeriscono lesistenza di una possibile interazione tra telomerasi e p53.  
In letteratura, è riportato che lespressione di p53 wild-type nei fibroblasti 
immortalizzati conduce ad una diminuzione dellattività telomerasica (Gollahon et 
al., 1998) e che questultima risulta notevolmente ridotta nelle linee cellulari tumorali 
infettate con il cDNA di p53 (Mukhpadhyay et al., 1998). 
Una serie di evidenze sperimentali sembrano supportare lipotesi che p53 intervenga 
direttamente nella regolazione dellattività del promotore di hTERT; la struttura in 5 
del suddetto promotore rivela lesistenza di multipli siti di legame per il fattore di 
trascrizione Sp1, una molecola responsabile della repressione trascrizionale mediata 
da p53. Per concludere, quindi, p53 sembrerebbe reprimere lattività telomerasica 
attraverso la regolazione trascrizionale di hTERT; linterazione di p53 con Sp1 o con 
altri fattori di trascrizione potrebbe svolgere un ruolo chiave in questa regolazione 
(Kanaya et al. 2000). 
Tuttavia, in contraddizione con quanto finora affermato, lo studio di Maxwell et al. 
(1997) dimostra che, nelle cellule endoteliali immortalizzate, lattività telomerasica 
non sia regolata dallincremento di espressione di p53. Ulteriori studi saranno 
dunque necessari per chiarire definitivamente le interazioni tra telomerasi e p53. 
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1c.  TUMORI DEL COLONRETTO 
 
I tumori epiteliali dellapparato digerente sono fra le principali cause di morbilità e 
mortalità nel mondo. Il colon, compreso il retto, è uno degli organi più 
frequentemente colpiti da neoplasie primitive. Tra le cause di morte per neoplasia, il 
carcinoma del colon-retto è secondo solo a quello polmonare.  
 
Polipi non neoplastici 
Nella popolazione anziana è estremamente frequente la presenza di polipi colorettali; 
con il termine di polipo si intende una massa che protrude allinterno del lume 
intestinale. Probabilmente tutti i polipi originano come piccole lesioni sessili. La 
trazione sulla massa può determinare la formazione di un polipo peduncolato, ma il 
polipo può rimanere anche sessile, senza un vero asse di sostegno. I polipi non 
neoplastici sono risultato di un alterato processo di maturazione della mucosa, di un 
processo infiammatorio o di alterazioni dellarchitettura. I polipi epiteliali che 
derivano da una displasia proliferativa sono, invece, denominati polipi adenomatosi o 
adenomi; rappresentano delle vere lesioni neoplastiche e sono i precursori del 
carcinoma. 
 
Polipi adenomatosi o adenomi 
I polipi adenomatosi variano da lesioni piccole, spesso peduncolate, a neoplasie 
grandi, di solito sessili. La prevalenza degli adenomi colici è di circa il 20-30% nei 
soggetti di età inferiore ai 40 anni e sale al 40-50% dopo i 60 anni. Uomini e donne 
sono colpiti in ugual misura. E stata osservata una ben definita predisposizione 
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familiare agli adenomi, che comporta un rischio di carcinoma al colon-retto fino a 
quattro volte superiore. I polipi adenomatosi si distinguono in tre sottotipi, in base 
allarchitettura dellepitelio: 
 adenomi tubulari, se costituiti da ghiandole tubulari 
 adenomi villosi, se costituiti da protrusioni villose 
 adenomi tubulovillosi, se presentano un insieme di ghiandole tubulari e 
protrusioni villose. 
Tutte le lesioni adenomatose sono il risultato di una proliferazione anomala 
dellepitelio con un grado di displasia che può variare da lieve, a moderato o severo, 
fino alla formazione di un vero e proprio carcinoma in situ. E stato chiaramente 
dimostrato, inoltre, che la maggior parte degli adenocarcinomi colorettali invasivi 
insorgono su polipi adenomatosi preesistenti. Il rischio di malignità dei polipi 
adenomatosi è correlato a tre caratteristiche indipendenti: 
 dimensioni del polipo 
 architettura istologica 
 severità della displasia 
 
Cancerogenesi colorettale 
Lo sviluppo di un carcinoma a partire da una lesione adenomatosa, o sequenza 
adenoma-carcinoma, è documentato dalle seguenti osservazioni: 
1) le popolazioni con elevata incidenza di adenoma hanno anche maggiore 
suscettibilità al carcinoma del colon-retto e viceversa; 
2) il picco dincidenza dei polipi adenomatosi precede di alcuni anni quello del 
carcinoma colorettale; 
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3) quando si identifica un carcinoma invasivo in fase precoce, frequentemente il 
tessuto neoplastico è circondato da tessuto adenomatoso; 
4) lo stretto follow-up dei pazienti con adenoma e lasportazione di tutte le 
lesioni sospette riduce lincidenza del carcinoma colorettale. 
Lesistenza di alcuni carcinomi colorettali privi di precursori adenomatosi 
suggerisce, tuttavia, che alcune lesioni displastiche possano degenerare in lesioni 
maligne senza passare per una fase polipoide. 
 
Carcinoma del colon-retto 
Ladenocarcinoma è riscontrato frequentemente nellintestino crasso (98% dei casi). 
Non esiste predilezione di sesso e letà più colpita è quella avanzata, con picco nella 
settima decade. E comune nei paesi evoluti come Europa e Nord America, mentre 
ha una bassa incidenza in aree meno sviluppate come Africa, Asia e America del 
Sud. Le differenze riscontrate nella distribuzione sembrano imputabili soprattutto a 
fattori ambientali, in particolare lalimentazione. Ricerche recenti indicano lobesità 
e la sedentarietà fra i fattori maggiormente implicati. I fattori dietetici che più 
significativamente predispongono al carcinoma colorettale sono: 
1) eccessiva assunzione di cibo rispetto al fabbisogno reale; 
2) basso apporto di fibre vegetali non digeribili;  
3) elevato apporto di carboidrati raffinati;  
4) elevato consumo di grassi animali;  
5) basso apporto di micronutrienti protettivi. 
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Classificazioni patologiche 
La classificazione post-chirurgica o patologica pTNM considera il tumore primitivo, 
lo stato linfonodale e le metastasi a distanza (Tab.2). 
 
La classificazione di Dukes, modificata secondo Astler e Coller nel 1954, considera 
il livello dellinfiltrazione neoplastica nella parete e la presenza o meno di metastasi 
nei linfonodi regionali (Tab.3). 
pT TUMORE PRIMITIVO 
pTx Tumore primitivo di dimensioni non precisabili 
pT0 Non cè evidenza di tumore primitivo 
pTis Carcinoma in situ e intramucoso 
pT1 Infiltrazione neoplastica della sottomucosa 
pT2 Infiltrazione neoplastica della muscolare propria 
pT3 Infiltrazione neoplastica della sottosierosa o del tessuto adiposo 
pericolico e perirettale se manca il rivestimento peritoneale 
pT4 Il tumore perfora il peritoneo viscerale o invade per contiguità altri 
organi o strutture  
pN LINFONODI REGIONALI 
pNx Lo stato dei linfonodi regionali non può essere valutato 
pN0 Assenza di metastasi linfonodali 
pN1  Metastasi in 1-3 linfonodi pericolici o perirettali 
pN2 Metastasi in 4 o più linfonodi pericolici o perirettali 
pN3 Metastasi linfonodali lungo il decorso dei tronchi vascolari colici e 
mesenterici 
pM METASTASI A DISTANZA 
pMx La presenza di metastasi a distanza non può essere valutata 
pM0  Assenza di metastasi a distanza 
pM1 Presenza di metastasi a distanza 
TIPO METASTASI LINFONODI 
REGIONALI 
LIVELLO DI INFILTRAZIONE 
NEOPLASTICA 
A Assenti Carcinoma intramucoso 
B1 Assenti Infiltrazione della mucosa propria 
B2 Assenti Infiltrazione oltre la muscolare propria 
C1 Presenti Come B1 
C2 Presenti Come B2 
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Sulla base delle due classificazioni sopra riportate, si può procedere alla stadiazione 
del carcinoma del colon-retto (pTNM e Dukes mod.) (Tab.4).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
STADIO pTNM DUKES  
0 pTis     pN0 pM0 A 
I pT1-2   pN0 pM0 B1 
II pT3-4   pN0   pM0 B2 
III pT1-4   pN1-3 pM0 C1-2 
IV pT1-4   pN0-3   pM1 B,C 
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1d.  TUMORI DELLA CUTE 
 
Lo studio dei tumori cutanei implica la conoscenza delle alterazioni morfologiche e 
molecolari, nonché linterazione tra genetica e fattori ambientali. La cute, 
costantemente esposta agli insulti ambientali, è il tessuto in genere più colpito da 
neoplasie. Sebbene il sistema immunitario ed i vari meccanismi di riparazione 
genetica possano eliminare la maggioranza dei cloni neoplastici, gli effetti cumulativi 
della luce solare (soprattutto raggi UVB), in combinazione con fattori genetici 
(pigmentazione cutanea, mutazioni ereditarie rare, predisposizioni familiari), 
intervengono nel causare tumori non melanomatosi e il melanoma stesso. 
 
Epiteliomi baso-cellulari 
Lepitelioma baso-cellulare è il più comune carcinoma invasivo nelluomo, con circa 
un milione di casi stimati ogni anno negli Stati Uniti. E un tumore a crescita lenta, 
che raramente metastatizza. Si manifesta nelle regioni cutanee cronicamente esposte 
al sole e negli individui di carnagione chiara. 
 
Epiteliomi spino-cellulari 
Lepitelioma spino-cellulare è per frequenza il secondo tumore cutaneo, che insorge 
sulla cute fotoesposta dei soggetti anziani. Eccetto che per gli arti inferiori, questo 
tumore presenta una maggiore incidenza tra gli uomini. Il principale fattore 
predisponente è lesposizione solare; altri fattori comprendono i cancerogeni 
industriali, vecchie cicatrici da ustione, le radiazioni ionizzanti. Lepitelioma spino-
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cellulare di solito è diagnosticato quando ancora piccolo e operabile; meno del 5%, 
infatti, metastatizza alle adiacenti stazioni linfonodali. 
 
Melanomi 
Lincidenza del melanoma, una volta tumore raro, è aumentata quasi in maniera 
esponenziale. I raggi solari sembrano svolgere un ruolo importante nello sviluppo del 
melanoma; gli uomini presentano spesso questo tumore nella parte superiore del 
dorso, mentre le donne hanno unincidenza relativamente alta sia al dorso che alle 
gambe. Gli individui di carnagione chiara hanno un rischio maggiore rispetto a quelli 
con carnagione scura. I raggi solari tuttavia non sembrano essere lunico fattore 
predisponente e la presenza di un nevo preesistente, fattori ereditari o addirittura 
lesposizione a certi cancerogeni possono svolgere un ruolo importante nello 
sviluppo e nellevoluzione della lesione.  
Il melanoma cutaneo è generalmente asintomatico, sebbene il prurito possa essere 
una delle manifestazioni precoci. La maggior parte delle lesioni è di diametro >10 
mm. Il segno clinico più importante della malattia è una variazione del colore, delle 
dimensioni e della forma di una lesione pigmentata. Poiché i melanomi evolvono da 
lesioni completamente curabili a tumori con progressivo potenziale metastatico, una 
escissione precoce e completa è fondamentale per ridurre al minimo la probabilità di 
disseminazione sistemica. 
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1e.  TUMORI INTRACRANICI PRIMITIVI 
 
 
Lincidenza annuale dei tumori intracranici è di circa 10-17 individui per 100.000; 
circa i tre-quarti dei casi sono tumori primitivi, i rimanenti sono metastatici.  
I tumori del SNC hanno molte caratteristiche peculiari che li differenziano dai 
processi neoplastici di altre sedi corporee. Anzitutto, la distinzione tra le lesioni 
benigne e maligne è meno evidente nel SNC che in altri organi; alcuni tumori gliali 
con caratteri istologici benigni, come un basso indice mitotico, uniformità cellulare e 
crescita lenta, possono infiltrare grandi aree di parenchima, portando ad un grave 
deficit clinico e prognosi sfavorevole. In secondo luogo, la possibilità di resecare 
chirurgicamente la neoplasia gliale infiltrante senza compromettere le funzioni 
neurologiche è limitata. Inoltre, la localizzazione anatomica della neoplasia può 
avere conseguenze fatali a dispetto della classificazione istologica; un meningioma 
benigno, per esempio, comprimendo il bulbo può causare un arresto 
cardiorespiratorio. Infine, il tipo di diffusione differisce da quello degli altri tumori: 
persino i gliomi più maligni metastatizzano raramente al di fuori del SNC. 
Le quattro principali classi di tumori cerebrali sono: 
 Gliomi 
 Tumori neuronali 
 Neoplasie scarsamente differenziate 
 Meningiomi 
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Gliomi 
I gliomi, che originano dalle cellule gliali, comprendono gli astrocitomi, gli 
oligodendrogliomi e gli ependimomi. 
Gli astrocitomi sono neoplasie derivate dagli astrociti; si riconoscono molte 
categorie diverse, tra cui lastrocitoma fibrillare, il glioblastoma, lastrocitoma 
pilocitico e lo xantoastrocitoma pleomorfo, così come istotipi più rari. 
Gli astrocitomi fibrillari ed i glioblastomi rappresentano circa l80% dei tumori 
cerebrali primitivi delladulto. Abitualmente sono localizzati negli emisferi cerebrali, 
ma possono anche svilupparsi nel cervelletto, nel tronco cerebrale o nel midollo, 
generalmente nella quarta-sesta decade di vita. Il grading degli astrocitomi ha 
unutilità clinica come fattore prognostico e nel guidare la scelta terapeutica; il più 
recente schema dellOMS, che considera quattro gradi tumorali sulla base del 
comportamento biologico, separa questi tumori in astrocitoma ben differenziato 
(grado II/IV), astrocitoma anaplastico (grado III/IV) e glioblastoma (grado IV/IV). I 
sintomi di esordio degli astrocitomi dipendono, in parte, dalla posizione del tumore e 
dalla sua velocità di crescita; tendono comunque a diventare più anaplastici con il 
tempo. La prognosi dei pazienti affetti da glioblastoma è decisamente infausta; la 
durata media della sopravvivenza dopo la diagnosi è solo di 8-10 mesi. 
Lastrocitoma pilocitico ha un comportamento relativamente benigno, cresce molto 
lentamente (grado I/IV) ed è generalmente localizzato nel cervelletto. 
Lo xantoastrocitoma pleomorfo è un tumore a localizzazione prevalentemente 
superficiale nel lobo temporale di bambini e giovani adulti, abitualmente a basso 
grado (grado II/IV), con sopravvivenza a 5 anni prossima all80%. 
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Gli oligodendrogliomi costituiscono il 5-15% dei gliomi e sono più comuni nella 
quarta e quinta decade di vita. Solitamente, i pazienti con oligodendroglioma hanno 
una prognosi migliore rispetto ai pazienti con astrocitoma, con una sopravvivenza 
media di 5-10 anni. 
Gli ependimomi costituiscono il 5-10% dei tumori cerebrali primitivi nelle prime 
due decadi di vita, con una prognosi infausta nonostante la lenta crescita. 
 
Meningiomi 
I meningiomi sono tumori prevalentemente benigni degli adulti, spesso adesi alla 
dura madre, abitualmente a lento accrescimento; sono rari nei bambini e mostrano 
una moderata prevalenza nel sesso femminile (3:2).  
La maggior parte dei meningiomi classificati come grado I/IV nello schema di 
classificazione WHO, ha un rischio relativamente basso di recidiva o di sviluppo 
aggressivo.  
I meningiomi atipici (grado WHO II/IV) sono lesioni ad alto grado di recidiva e a 
crescita locale molto aggressiva, che possono richiedere trattamento chemioterapico 
associato a chirurgia.  
Il meningioma anaplastico (grado WHO III/IV) è un tumore altamente aggressivo, 
che assume globalmente laspetto di un sarcoma altamente maligno sebbene vi siano 
abitualmente prove istologiche dellorigine cellulare meningoteliale. 
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2a. CAMPIONI CHIRURGICI 
 
Colon-retto 
Sono stati analizzati 52 pazienti, sottoposti a resezione chirurgica per polipo e/o 
carcinoma al colon-retto nel Dipartimento di Chirurgia dellUniversità di Pisa. 
Parallelamente, sono stati analizzati campioni di mucosa normale, con un prelievo a 
distanza dalla neoplasia ed uno in sede peritumorale, ottenuti dagli stessi pazienti. 
Trentasei pazienti sono uomini e 16 donne (età media, 65.1; intervallo, 24-80 anni di 
età). I pazienti non hanno subito né chemioterapia né radioterapia prima dellintervento 
chirurgico. I campioni ottenuti sono stati in parte fissati in formalina ed inclusi in 
paraffina per lanalisi istologica, in parte immediatamente congelati in azoto liquido, 
per lanalisi molecolare. I tumori sono stati classificati in accordo alle classificazioni 
TNM ed Astler-Coller. Sulla base del grado di penetrazione parietale, 4 tumori sono 
stati classificati come T1 (interessamento della lamina propria o della sottomucosa), 14 
tumori come T2 (invasione della muscolare propria o della sottosierosa), 12 come T3 
(penetrazione attraverso la sierosa, senza invadere le strutture adiacenti) e 6 come T4 
(invasione delle strutture adiacenti). Tredici casi mostravano un interessamento 
metastatico linfonodale al momento della diagnosi (10 in 1-3 linfonodi, 3 in più di 3 
linfonodi), mentre i restanti 23 ne erano privi. Ventinove casi sono stati classificati 
come G2 e sette come G3. Utilizzando la stadiazione secondo Astler-Coller, 2 tumori 
sono stati classificati come A, 11 come B1, 8 come B2, 3 come C1, 7 come C2 e 5 
come D. Per due tumori classificati come D è stato possibile valutare anche le 
metastasi, una epatica ed una splenica. Per quanto riguarda i polipi, sono stati 
analizzati 9 polipi adenomatosi e 8 polipi displastici (5 tubulovillosi/adenovillosi con 
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leggera displasia, 1 tubulovilloso con moderata displasia ed infine 2 con severa 
displasia).  
    
Tumori della cute 
Sono stati analizzati 49 pazienti (30 donne e 19 uomini), sottoposti a resezione 
chirurgica per tumore della cute nel Dipartimento di Dermatologia di Pisa. 
Parallelamente, sono stati analizzati prelievi di cute normale. Letà dei pazienti variava 
da 43 a 93 anni (età media di 75.1 anni). I pazienti non hanno subito radioterapia prima 
dellintervento chirurgico. I campioni ottenuti sono stati in parte fissati in formalina ed 
inclusi in paraffina per lanalisi istologica, in parte immediatamente congelati in azoto 
liquido. Trentacinque campioni sono stati classificati come epiteliomi baso-cellulari 
(71.4%) e 14 come epiteliomi spino-cellulari (28.6%). 
 
Tumori intracranici primitivi 
Sono stati analizzati 32 pazienti con meningiomi intracranici, sottoposti a resezione 
chirurgica completa (Simpson 1 e 2) presso il Dipartimento di Neurochirurgia di Pisa. 
Listotipo più rappresentato è costituito dal meningioma tipico (26 casi, 81.3%), 
seguito dallatipico/anaplastico (solamente 6 casi, 18.7%). La classificazione e la 
stadiazione dei tumori sono state eseguite da medici patologi, sulla base dei criteri 
espressi dal Word Health Organization (WHO). I pazienti non hanno subito 
radioterapia prima dellintervento chirurgico. I campioni ottenuti sono stati in parte 
fissati in formalina ed inclusi in paraffina per lanalisi istologica, in parte 
immediatamente congelati in azoto liquido. 
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Parallelamente, è stata effettuata lanalisi di una serie consecutiva di 42 pazienti 
sottoposti a completa resezione chirurgica di tumori gliali, presso il Dipartimento di 
Neurochirurgia di Pisa tra il 2001 e il 2005. Ventiquattro pazienti sono uomini e 18 
donne (età media, 60.85; età mediana, 63; intervallo, 28-79 anni di età). Sono stati resi 
disponibili i dati clinici di tutti i 42 pazienti (follow-up mediano, 29 mesi; media, 29.9 
mesi; intervallo, 5-52 mesi). Quattordici pazienti risultavano viventi al momento 
dellanalisi. Dodici pazienti sono andati incontro a recidiva, nonostante la resezione 
chirurgica completa, confermata da TAC pre- e post-operatoria. La classificazione e la 
stadiazione dei tumori sono state eseguite da medici patologi, sulla base dei criteri 
espressi dal Word Health Organization (WHO). I tumori sono stati classificati come: 
32 glioblastomi multiformi, 4 astrocitomi anaplastici, 4 astrocitomi differenziati, 1 
oligoastrocitoma e 1 oligosarcoma. Sulla base del grado tumorale, è stato possibile 
distinguere 4 Grado II (9.5%), 5 Grado III (11.9%), 33 Grado IV (78.6%). 
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2b.  VALUTAZIONE DELLESPRESSIONE DEL GENE hTERT MEDIANTE 
TECNICHE DI BIOLOGIA MOLECOLARE  
 
Estrazione di RNA totale 
LRNA totale è stato estratto da campioni di tessuto polmonare, tumorale e normale, 
utilizzando RNeasy Mini Kit (QIAGEN S.p.A., Milano, Italia). La procedura RNeasy 
rappresenta una tecnologia nuova che combina le proprietà di legame selettivo di una 
membrana di silica-gel in una mini-colonna con la velocità della microcentrifuga. 
I campioni biologici, prelevati dal congelatore a 80°C, sono prima frammentati e 
poi omogeneizzati con lo strumento TissueLyser (QIAGEN S.p.A., Milano, Italia), in 
presenza di un tampone altamente denaturante, contenente guanidina isotiocianato e 
-mercaptoetanolo, un agente riducente; il tampone utilizzato è in grado di inattivare 
immediatamente le ribonucleasi, in modo da assicurare lisolamento di RNA non 
degradato. Dopo aver centrifugato il lisato ad alta velocità, viene aggiunto etanolo 
per creare le necessarie condizioni di affinità elettrica (tra la membrana positiva che 
funziona da filtro e lRNA negativo); il campione viene poi applicato a delle mini-
colonne, dove lRNA totale si lega alla membrana ed i contaminanti sono 
efficientemente lavati via. Leliminazione del DNA contaminante, tuttavia, non si 
ottiene quasi mai completamente e per ovviare a questo problema si utilizza lRNase-
Free DNase Set (QIAGEN S.p.A., Milano, Italia); la DNasi determina la digestione 
del DNA residuo direttamente nelle colonnine ed è rimossa efficacemente con i 
successivi lavaggi. LRNA viene infine eluito con 40 l di acqua sterile trattata con 
dietilpirocarbonato (DEPC) e conservato a 80°C. 
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Per lanalisi dellespressione genica lRNA purificato deve essere quantizzato con 
esattezza, ricorrendo alla lettura spettrofotometrica e quindi alla normalizzazione.  
   
Lettura spettrofotometrica e normalizzazione 
Per poter ottenere dei risultati di tipo semi-quantitativo o quantitativo, è necessario 
partire da una stessa quantità di RNA per tutti i campioni. 
La concentrazione dellRNA estratto viene calcolata mediante indagine 
spettrofotometrica; sia lRNA che il DNA, infatti, assorbono la luce ultravioletta ad 
una lunghezza donda compresa tra 250 e 270 nm. Per ciascun campione, diluito 
1:100, viene eseguita una lettura spettrofotometrica a 260 nm. E possibile eseguire 
anche una seconda lettura a 280 nm per evidenziare uneventuale contaminazione  
proteica; lentità di tale contaminazione è determinabile in base al rapporto D.O. a 
260 nm / D.O. a 280 nm  (dove D.O. indica la densità ottica). Questo rapporto, per 
soluzioni pure al 100%, deve essere compreso tra 1.8 e 2; valori inferiori indicano la 
presenza di proteine contaminanti. 
Dalla lettura dellassorbanza possiamo ricavare facilmente la concentrazione del 
campione analizzato applicando la formula di Lambert e Beer: 
      c  A  d  . 
Nel caso specifico, essendo la cuvetta di dimensione unitaria, la formula applicata 
diventa:     [RNA] (g/l)  A x 40 x 100 / 1000   
dove A rappresenta lassorbanza a 260 nm, 40 rappresenta la concentrazione di RNA 
quando lassorbanza è uguale a 1 ed infine 100 rappresenta il fattore di diluizione; 
dividendo per 1000 otteniamo la concentrazione dellRNA in g/L. 
Per la nostra analisi, la quantità di RNA che viene retrotrascritta è pari a 1 g. 
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Reverse Trascription  Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) 
La tecnica di RT-PCR combina il processo di sintesi di cDNA (DNA 
complementare) a partire dallmRNA e di amplificazione tramite PCR. La sintesi di 
cDNA consiste nella trascrizione del messaggero in DNA a singola elica grazie 
allazione di un enzima isolato da retrovirus, la trascrittasi inversa o DNA 
polimerasi RNA-dipendente; questo enzima ha la capacità di invertire la normale 
direzione della trascrizione (dal DNA allRNA). La trascrittasi inversa più 
frequentemente utilizzata viene isolata dal virus della mieloblastosi aviaria (AMV). 
Lenzima attivo è costituito da due subunità: una con attività di polimerizzazione del 
DNA, laltra con attività RNasica. Lenzima necessita di unestremità 3-OH libera 
sulla quale fissare lestremità 5 di un deossinucleotide, per formare un legame 
fosfodiesterico ed iniziare la reazione di sintesi. Possono essere utilizzati come 
stampo primers oligo dT, che producono sequenze di cDNA molto lunghe 
appaiandosi allestremità 3-poliA dellmRNA, oppure corti random primers, che 
essendo aspecifici si legano a molteplici siti lungo il messaggero e garantiscono una 
migliore distribuzione di sequenze codificanti e non.  
 
Per la nostra analisi è stato utilizzato il kit ImProm-IITM Reverse Transcription 
System (Promega Italia s.r.l., Milano, Italia). La retrotrascrizione dellmRNA in 
cDNA a singola elica avviene per opera della trascrittasi inversa ImProm-IITM.  
In un primo momento vengono miscelati per ogni campione: 
 RNA (fino ad 1 g)      X l 
 Random primers 0.5 g/l (0.5 g/reazione)  1 l 
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Il volume finale di reazione è 5 l, per cui la quantità di RNA prelevata da ogni 
campione viene portata, se necessario, a 4 l con acqua sterile. La miscela 
primers/stampo viene denaturata a 70°C per 5 minuti ed immediatamente raffreddata 
in ghiaccio. 
Per la successiva reazione di sintesi di cDNA, viene preparata per ogni campione una 
miscela di: 
 tampone di reazione      4 l 
 MgCl2 25mM       4 l 
 dNTP 10mM       1 l 
 inibitore di RNasi      0.5 l 
 trascrittasi inversa ImProm-IITM      1 l 
Il volume finale di 15 l viene ottenuto con laggiunta di acqua sterile; questa 
miscela viene quindi unita a quella contenente primers/stampo.  
Il termociclizzatore iCyclerTM Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories S.r.L., Milano, 
Italia) realizza in modo programmato le seguenti incubazioni del campione: 
 25°C per 5 minuti (appaiamento primers allRNA) 
 42°C per 60 minuti (retrotrascrizione a cDNA) 
 70°C per 15 minuti (inattivazione trascrittasi inversa) 
 4°C per 5 minuti (raffreddamento) 
Ogni campione viene portato al volume finale di 100 l con acqua sterile e 
conservato a  20°C. 
 
La PCR (Polymerase Chain Reaction) è una tecnica enzimatica che permette di 
amplificare, in vitro, una regione specifica di DNA. Lamplificazione avviene 
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mediante ripetuti cicli di replicazione. Il materiale di partenza è, generalmente, DNA 
a doppia elica contenente la sequenza bersaglio. La PCR viene catalizzata da una 
DNA-polimerasi, che può essere la Taq-polimerasi o la DNA-polimerasi I di E. Coli. 
Per la realizzazione della reazione di amplificazione sono necessari i seguenti 
componenti: 
 miscela dei quattro deossinucleotidi (dNTP) 
 frammenti di oligonucleotidi sintetici (primers), in grado di ibridarsi ai 
filamenti complementari  
 DNA-polimerasi 
 tampone di reazione contenente sali, per mantenere costante il pH 
 ioni magnesio sotto forma di MgCl2, necessari per stabilizzare i nucleotidi. 
Tutti i componenti della reazione si miscelano in una provetta. Il saggio è poi 
sottoposto a 20-30 cicli di amplificazione, ciascuno dei quali è composto da tre fasi 
(Fig. 8): 
1) denaturazione a 94-95°C per 1-2 minuti, che consente di separare la 
doppia elica del DNA contenente il segmento da amplificare; 
2) ibridazione ad una temperatura compresa tra 37°C e 65°C per 1-2 
minuti, allo scopo di favorire selettivamente la formazione dei legami 
tra i primers e le rispettive sequenze complementari; 
3) estensione (a 72°C per la Taq-polimerasi, a 37°C per la DNA-
polimerasi I) per 1-3 minuti, che consiste nellallungamento in 
direzione 53 dei primers ibridati, mediante la polimerizzazione 
dei dNTPS ad opera della DNA-polimerasi, utilizzando come stampo 
la catena singola del bersaglio. 
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Molto frequente è lutilizzo della Taq-polimerasi, enzima termoresistente estratto dal 
batterio Thermus Acquaticus, abitante di sorgenti molto calde (80-90°C). 
Recentemente, sono state isolate molte altre DNA-polimerasi termostabili, 
distinguibili in base alla presenza o meno di unattività di correzione esonucleasica 
35. 
In teoria, ogni ciclo di PCR dovrebbe raddoppiare il numero di molecole di partenza 
del frammento bersaglio di DNA. In pratica, lefficienza dellamplificazione 
esponenziale è minore del 100%, anche in condizioni non limitanti di enzima e 
substrato, a causa dellattività sub-ottimale della DNA-polimerasi, della comparsa di 
sotto-prodotti e di unincompleta denaturazione dei campioni. 
La quantità del prodotto di PCR può essere calcolata attraverso una semplice 
formula: 
(numero di molecole di target) x (1+ efficienza di reazione in %)n ,  
dove n rappresenta il numero dei cicli; in base a questo calcolo per ottenere 1 g di 
prodotto di PCR a partire da 1 pg di target occorrono circa 26 cicli con 
unefficienza di amplificazione del 70%. La resa della reazione è attendibile 
solamente se calcolata nella fase esponenziale; dopo un numero di cicli 
lamplificazione, infatti, raggiunge un plateau, come risultato di unattività 
decrescente dellenzima sottoposto a ripetute esposizioni a 95°C e delle limitazioni 
stechiometriche dei componenti di reazione.  
Dietro una grande semplicità, sia nel principio che nella realizzazione, si nascondono 
numerosi piccoli imprevisti capaci di intaccare il valore dei risultati ottenuti; il 
problema più frequente è rappresentato dalla contaminazione da prodotti di 
amplificazioni precedenti, ma lesito della PCR dipende largamente anche dal mezzo 
 53 
di reazione e dalla concentrazione di ciascuno dei componenti. Le condizioni ottimali 
non possono essere previste in anticipo ma devono essere determinate 
sperimentalmente. La scelta dei primers è una tappa fondamentale nella messa a 
punto della PCR; le loro sequenze devono essere, infatti, esattamente (o il più 
possibile) complementari alla sequenza da amplificare e non devono avere omologia 
con altre sequenze presenti nel DNA campione. I parametri che possono essere  
facilmente modificati per unottimizzazione delle condizioni di reazione sono: 
 temperatura di appaiamento dei primers 
 concentrazione dellenzima 
 concentrazione di ioni magnesio 
Nella nostra analisi, per ogni campione viene preparata una miscela di reazione 
standard a 50 l finali, contenente 20 mM Tris-HCl (pH 8.4), 50 mM KCl, 1.5 mM 
MgCl2, 0.2 mM dNTPS, 0.5 M ciascun primer senso e antisenso, 2.5 U di Taq DNA 
Polymerase (Invitrogen S.R.L., Milano, Italia). 
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Fig. 8  Amplificazione del DNA tramite PCR (Polymerase Chain Reaction). 
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Lamplificazione per GAPDH (gliceraldeide-3-fosfato-deidrogenasi) prevede 30 
cicli, ciascuno dei quali è costituito da una fase di denaturazione a 94°C per 1 
minuto, una fase di appaiamento a 55°C per un minuto ed una fase di estensione a 
72°C per 1 minuto; la fase di denaturazione iniziale a 94°C dura 5 minuti, mentre la 
fase di estensione finale a 72°C dura 2 minuti. Sono stati utilizzati i seguenti primers 
specifici (Wizigmann-Voos et al., 1995): 
 TR15 (senso)  5-CGATGCTGGCGCTGAGTAC-3 
 TR16 (antisenso)  5-CGTTCAGCTCAGGGATGACC-3. 
Una banda di 412 pb può essere visualizzata mediante corsa elettroforetica in un gel 
orizzontale di agarosio all1.5%. 
Il gene per la gliceraldeide-3-fosfato-deidrogenasi, essendo ubiquitario, costituisce 
un ottimo indice della qualità dellestrazione degli acidi nucleici e della 
retrotrascrizione. Inoltre, lamplificazione del gene GAPDH viene utilizzata quale 
strumento di semiquantificazione dellespressione dei geni in studio.   
 
Lamplificazione per hTERT (human Telomerase Reverse Transcriptase) prevede 
una fase iniziale a 95°C per 90 sec, seguita da 35 cicli, ciascuno dei quali è costituito 
da una fase di denaturazione a 95°C per 25 sec, una fase di appaiamento a 68°C per 
50 sec ed una fase di estensione a 72°C per 50 sec. 
I primers specifici, da noi utilizzati, sono i seguenti: 
 TERT-2164S (senso) 5-GCCTGAGCTGTACTTTGTCAA-3 
 TERT-2620A (antisenso) 5-CGCAAACAGCTTGTTCTCCATTACTTTGT 
CAA-3 
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La banda di 457 pb, corrispondente al prodotto full-lenght, è visualizzata mediante 
corsa elettroforetica su gel orizzontale di agarosio all1.5%. E possibile inoltre 
evidenziare su gel una seconda banda di 275 pb, corrispondente al prodotto -deleto. 
 
Visualizzazione del prodotto di amplificazione 
La visualizzazione del prodotto di amplificazione viene realizzata mediante corsa 
elettroforetica in una matrice di gel di agarosio, un metodo standard per separare, 
identificare ed eventualmente purificare gli acidi nucleici. 
Le molecole di DNA e RNA sono caricate negativamente per la presenza di 
numerosi gruppi fosfato ionizzati; in un campo elettrico uniforme, quindi, gli acidi 
nucleici migrano verso il polo positivo. Essendo la carica relativa costante, il sistema 
di discriminazione sfruttato è la filtrazione su gel. I frammenti di DNA vengono 
separati sulla base della loro lunghezza; più precisamente, la loro velocità di corsa è 
inversamente proporzionale al logaritmo (in base 10) del peso molecolare. 
Lagarosio è un polisaccaride lineare, derivato da unalga rossa comunemente 
raccolta per applicazioni commerciali. I gel di agarosio standard sono utilizzati per 
separare sequenze nucleotidiche di 0.2-10 Kb. Il gel è preparato aggiungendo un 
quantitativo di agarosio in polvere (in funzione della percentuale finale che si 
desidera raggiungere) ad una quantità misurata di tampone elettroforetico; questa 
soluzione viene riscaldata fino allebollizione, versata in un sistema di supporto e 
lasciata raffreddare. Si ottiene, così, un gel semisolido orizzontale, contenente ad 
unestremità i pozzetti per il caricamento dei campioni. La concentrazione 
dellagarosio determina la grandezza delle maglie, influenzando diversamente la 
migrazione di molecole grandi o piccole. 
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Ad ogni campione viene aggiunto un colorante-tracciante, che ha il duplice scopo di 
facilitare il caricamento nel gel e di monitorare la corsa elettroforetica; il colorante 
contiene blu di bromofenolo, xilene-cianolo e glicerolo. 
Gli acidi nucleici vengono visualizzati mediante colorazione con bromuro di etidio, 
agente intercalante che emette una fluorescenza rosa-arancione dopo illuminazione 
con raggi U.V. 
 
Per la nostra analisi è stato preparato un gel di agarosio all1.5% ed utilizzato come 
tampone di corsa Tris-borato EDTA (TBE); 2.5 l di bromuro di etidio (10 M) sono 
stati aggiunti ogni 50 ml di TBE. In ogni pozzetto abbiamo caricato 10 l di 
amplificato con 2 l di colorante; 1 l di marker a peso molecolare noto viene 
caricato con 2 l di colorante e 9 l di acqua. Il confronto con le bande generate dal 
marker permette la verifica delle dimensioni in paia-basi (pb) dei prodotti di 
amplificazione.  
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2c. VALUTAZIONE DELLATTIVITA TELOMERASICA MEDIANTE IL 
PROTOCOLLO DI AMPLIFICAZIONE DELLE RIPETIZIONI 
TELOMERICHE (TRAP ASSAY). 
 
Principi della metodologia 
Per la valutazione della telomerasi abbiamo utilizzato il TRAPEZE Telomerase 
Detection Kit (CHEMICON, Prodotti Gianni, Milano, Italia), basato sulla versione 
perfezionata del metodo originale descritto da Kim et al. (1994). Il kit TRAPeze è un 
saggio di valutazione dellattività telomerasica ad alta sensibilità in vitro. Il saggio 
utilizza la reazione a catena della polimerasi (PCR). Durante il primo passaggio (Fig. 
9), la telomerasi aggiunge un certo numero di ripetizioni telomeriche (GGTTAG) in 
prossimità dellestremità 3 del substrato oligonucleotidico TS, fornito dal kit. Nel 
secondo passaggio, i prodotti telomerici ottenuti sono amplificati mediante PCR 
utilizzando i primers senso e antisenso TS e RP. Viene generata una scala di prodotti 
(a partire da 50 nucleotidi), caratterizzati ciascuno da un incremento di 6 basi: 56, 62, 
68, 74, e così via. Ciascuna miscela di reazione contiene, inoltre, un primer (K1) e 
uno stampo (TSK1) che permettono lamplificazione di uno standard interno di 36 
pb; laggiunta di un controllo interno positivo rende possibile una migliore 
quantificazione dellattività telomerasica ed allo stesso tempo lidentificazione di 
campioni falsi-negativi, contenenti dei possibili inibitori della Taq polimerasi.  
Riassumendo, il saggio TRAP (Telomeric Repeat Amplification Protocol) misura 
lattività della telomerasi in campioni di lisato proteico, in base allallungamento del 
substrato TS mediato dallenzima stesso; segue lamplificazione, lelettroforesi e 
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infine la visualizzazione dei prodotti estesi. Il diagramma della metodologia TRAP è 
schematizzato nella Figura 10 e le varie fasi del saggio sono in seguito illustrate. 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   AATCCGTCGAGCAGATT     ag ggttag ggttag ggttag ggttag  3 
                                                       ag ggttag ggttag ggttag ggttag ggttag  3 
                                                       ag ggttag ggttag ggttag ggttag ggttag (ggttag)n  3 
TS                               
STEP 1. Addizione delle ripetizioni telomeriche ad opera della telomerasi. 
    TS 
            RP 
STEP 2. Amplificazione del prodotto TS-Telomerasi mediante PCR. 
Prodotto TS-Telomerasi 
Fig. 9  Schema del funzionamento del saggio TRAP. 
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a) Preparazione degli estratti proteici 
 
b) Determinazione della concentrazione proteica 
 
c) Preparazione della miscela di reazione 
 
d) Estensione ad opera della telomerasi 
 
e) Amplificazione mediante PCR 
 
f) Elettroforesi su gel di acrilammide 12.5% 
 
g) Colorazione dargento su gel 
 
h)Analisi dei dati 
 
 
 
 
 
 
Fig. 10  Diagramma della procedura non-radioattiva del saggio TRAP. 
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a) Preparazione degli estratti proteici da tessuto 
I campioni biologici conservati a -80°C sono frammentati e successivamente 
omogeneizzati con lo strumento TissueLyser (QIAGEN S.p.A., Milano, Italia) per 
pochi secondi, dopo aver aggiunto 200 l di 1 CHAPS Lysis Buffer (fornito dal kit) 
e 0.8 l di inibitore dellRNasi ogni 40-100 mg di tessuto. Segue una fase di 
incubazione della sospensione in ghiaccio per 30 minuti. Successivamente il 
campione è sottoposto a centrifugazione per 20 minuti a 12000 giri a 4°C. Vengono 
quindi preparate tre aliquote per ciascun campione, ottenute prelevando il 
sovranatante; lestratto è stabile per almeno 12 mesi se conservato a 80°C. La resa 
dei nostri estratti rientra nellintervallo di concentrazione 150-500 ng/l. E 
indispensabile preparare un estratto proteico da cellule telomerasi-positive come 
controllo positivo, sottoponendo ad una procedura analoga un pellet di 106 cellule, 
fornito dal kit. 
b) Determinazione della concentrazione proteica 
Esistono vari metodi e reagenti per determinare la concentrazione proteica; abbiamo 
scelto una procedura rapida e facilmente realizzabile.  
I materiali richiesti sono: 
 Coomassie Protein Assay Reagent 
 BSA Standard alle due concentrazioni 0.1 mg/ml e 1mg/ml (in 1 CHAPS 
Lysis Buffer) 
La prima fase della procedura consiste nella costruzione di una curva di calibrazione, 
preparando le seguenti diluizioni con il BSA Standard (Tab.5): 
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Cuvetta BSA (g) BSA Std. 0.1 mg/ml 
BSA Std. 
1.0 mg/ml 
1X CHAPS 
Lysis Buffer 
1 0 0 0 50l 
2 1 10l 0 40l 
3 2 20l 0 30l 
4 5 50l 0 0 
5 5 0 5l 45l 
6 10 0 10l 40l 
7 15 0 15l 35l 
8 20 0 20l 30l 
 
Successivamente, viene preparata una serie di diluizioni anche degli estratti proteici; 
si ottengono tre provette per ogni campione con 2 l, 4 l e 6 l dellestratto 
proteico, portato a 50 l finali con il tampone di lisi. Si aggiunge quindi 1ml di 
Coomassie Protein Assay Reagent a ciascuna diluizione, sia standard sia 
dellestratto, si incuba a temperatura ambiente per 5 minuti e si procede alla lettura 
spettrofotometrica alla lunghezza donda di 595 nm. La concentrazione proteica degli 
estratti è determinata mediante interpolazione sulla curva di calibrazione, costruita 
con i valori ottenuti dagli standard. 
c) Preparazione della miscela di reazione 
La Master Mix ovvero la miscela di reazione deve contenere i seguenti reagenti: 
 10 TRAP Reaction Buffer  5 l 
 50 dNTP Mix   1 l 
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 TS Primer    1 l 
 TRAP Primer Mix   1 l 
 Taq DNA Polimerasi (5 unità/l) 0.4 l 
La miscela di reazione viene aggiunta a 0.8 g di estratto proteico.  
Per garantire una valida analisi dei risultati, è necessario inserire in ogni saggio 
diversi controlli: 
1) un controllo negativo per ciascun campione, ottenuto per inattivazione al 
calore  
2) un controllo positivo ottenuto da cellule telomerasi-positive (fornite dal kit) 
3) un controllo interno della metodica di PCR 
4) un controllo negativo di contaminazione 
5) un controllo stampo (TSR8) di quantificazione. 
 
1) Controllo negativo 
La telomerasi è un enzima sensibile al calore; per ottenere un controllo negativo, 
ogni estratto proteico deve essere incubato a 85°C per 10 minuti. 
2) Controllo positivo 
Il kit fornisce un pellet di cellule telomerasi-positive, che viene trattato come un 
campione da analizzare. È corretto inserire un controllo positivo per ciascuna serie 
di saggi. 
3) Controllo internodella PCR 
Unimportante caratteristica del saggio TRAP è la presenza di un controllo interno 
della buona esecuzione della PCR. Questo controllo è fondamentale, vista la 
presenza in molti estratti tissutali e/o cellulari di inibitori della Taq polimerasi e la 
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conseguente comparsa di falsi-negativi. La Primer Mix del kit contiene gli 
oligonucleotidi di controllo K1 e TSK1, che generano una banda di 36 pb (S-IC) 
presente in ogni campione. La banda S-IC, oltre a servire come controllo 
dellefficienza della PCR, può essere utilizzata anche come riferimento per compiere 
unanalisi semiquantitativa dei prodotti di reazione (vedere: h) Analisi dei dati).  
4) Controllo negativo di contaminazione 
In una provetta di reazione si omette lestratto tissutale. 
5) Controllo stampo 
Il TSR8 è un oligonucleotide con una sequenza identica al primer TS, esteso con 8 
ripetizioni telomeriche AG(GGTTAG)7. Questo controllo serve come uno standard 
per stimare il numero delle ripetizioni telomeriche aggiunte al primer TS dalla 
telomerasi. 
d) Estensione ad opera della telomerasi 
e) Amplificazione mediante PCR 
Lamplificazione mediante PCR si svolge in due successivi passaggi: 
 incubazione a 30°C per 30 minuti, durante la quale si ha laddizione delle 
ripetizioni telomeriche ad opera della telomerasi; 
 amplificazione vera e propria attraverso 30 cicli, ciascuno dei quali è 
costituito da una fase a 94°C per 30 secondi ed una fase a 59°C per 30 
secondi. 
f) Elettroforesi su gel di acrilammide al 12.5% 
I prodotti di PCR sono diluiti 1:1 con una soluzione denaturante (1% xilene-cianolo, 
1% blu di bromofenolo, 0.1 mM EDTA, 99% formaldeide) e preparati per la corsa su 
gel orizzontale di acrilammide al 12.5%. La corsa è effettuata con lapparecchio 
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GenePhor Electrophoresis Unit, usando GeneGel Excel 12.5/24 (Amersham 
Biosciences, Milano, Italia) alla temperatura costante di 18°C ed alle condizioni di 
600V, 25mA e 15W per 50 minuti circa. 
g) Colorazione dargento su gel 
Per la colorazione del gel è stato utilizzato il PlusOne Silver Staining Kit (Amersham 
Biosciences, Milano, Italia), in accordo alle istruzioni fornite dal kit. 
h) Analisi dei dati 
Affichè un saggio TRAP venga considerato valido, devono sussistere le seguenti tre 
condizioni: 
 nel controllo negativo di contaminazione non devono essere presenti bande, 
eccetto la banda del controllo interno a 36 pb (S-IC); 
 nel controllo positivo, costituito da cellule telomerasi-positive, devono 
essere presenti la banda a 36 pb e la scala dei prodotti con un incremento di 6 
basi a partire dalla banda di 50 nucleotidi (50, 56, 62, 68, ecc.). 
 nei vari controlli negativi inattivati al calore non devono essere presenti 
bande, eccetto la banda del controllo interno a 36 pb (S-IC). 
Se i tre controlli hanno prodotto i risultati desiderati, si può procedere con lanalisi 
dei dati. 
I campioni telomerasi-positivi mostrano un pattern di corsa simile a quello del 
controllo positivo, mentre i campioni telomerasi-negativi non presentano la 
caratteristica scala di bande. 
Al fine di ottenere dei validi valori quantitativi di attività telomerasica, si utilizzano 
un sistema di immagine CCD ed un programma di analisi dellimmagine, grazie al 
quale è possibile valutare il segnale densitometrico corrispondente alla scala di bande 
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dei prodotti TRAP. Si valuta il segnale di ogni singolo campione, includendo quindi 
gli estratti non trattati (x) e trattati al calore (x0), il controllo negativo (r0) e il 
controllo quantitativo TSR8 (r). Viene inoltre considerato il segnale del controllo 
interno nei campioni non trattati al calore (c) e il controllo quantitativo TSR8 (c0). La 
somma dei prodotti aggiunti dalla telomerasi è quantificata secondo la seguente 
formula: 
TPG (unità)  (xx0)/c / (rr0)/cr  100  
Ciascuna unità TPG (Prodotti Totali Generati) corrisponde al numero di TS primers 
(1 10-3 moli o 600 molecole) estesi con almeno 4 ripetizioni telomeriche ad opera 
della telomerasi in 10 minuti di incubazione a 30°C. Il saggio ha un intervallo lineare 
da 1 a 300 TPG, equivalente ad una attività telomerasica, approssimativamente, di 
30-10000 cellule di controllo.   
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2d. VALUTAZIONE DELLE ALTERAZIONI DEL GENE p53 
 
Estrazione di DNA 
Il DNA è stato estratto dai campioni di tessuto polmonare, tumorale e normale, 
utilizzando il QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN S.p.A., Milano, Italia). La procedura 
di purificazione, realizzata mediante delle mini-colonne fornite dal kit ed una 
microcentrifuga standard, assicura che non avvengano contaminazioni tra i campioni. 
I campioni biologici, conservati a 80°C, vengono prima frammentati 
meccanicamente e omogeneizzati con lo strumento TissueLyser (QIAGEN S.p.A., 
Milano, Italia), quindi lisati utilizzando lenzima proteinasi K per un periodo di 
tempo che varia da 1 a 3 ore ad una temperatura costante di 56°C. Completata la 
digestione enzimatica, il protocollo prevede tre passaggi successivi: 
 caricamento del lisato nelle mini-colonne e assorbimento del DNA sulla 
membrana silica-gel 
 rimozione di eventuali contaminanti residui mediante opportuni lavaggi e 
centrifugate 
 eluizione del DNA in acqua sterile 
Il DNA così ottenuto, già pronto per successive applicazioni, è conservato a 4°C. 
 
Screening mediante PCR-SSCP (Polymerase Chain Reaction-Single Strand 
Conformation Polymorphysm) delle mutazioni del gene p53  
La tecnica di SSCP rappresenta uno dei metodi più usati per la ricerca di mutazioni a 
carico di singole paia di basi nel DNA genomico; è basata sul principio che due 
molecole di DNA a singola elica, di lunghezza uguale ma di sequenza diversa (anche 
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a livello di un solo nucleotide), migrano in modo differente in un gel di acrilammide 
non-denaturante per reazioni di ripiegamento intramolecolare sequenza-dipendenti. 
Una minima variazione di sequenza, quindi, come una mutazione puntiforme, si può 
manifestare in una diversità di conformazione, responsabile di una modificazione del 
pattern elettroforetico di corsa. LSSCP è una procedura rapida e semplice, che 
riesce ad identificare solamente il 70% delle mutazioni possibili. 
Nella pratica, la tecnica di SSCP è eseguita in combinazione con la tecnica di PCR; 
lutilizzo di primers specifici, infatti, consente lamplificazione della regione genica 
di interesse, partendo dal DNA estratto da campione tissutale. 
 
Il DNA eluito è utilizzato come stampo in una miscela standard di reazione di PCR a 
20 l finali, costituita dal tampone 10 mM Tris-HCl, 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl2 
(pH 8,3), 0,2 mM dNTPS, 8 pmoli di ciascun primer senso e antisenso, 1 U di Taq 
DNA Polymerase (Invitrogen S.R.L., Milano, Italia). 
 
Lamplificazione per p53 è stata performata utilizzando Human p53 Amplimer 
Panels (CLONTECH). Le condizioni di amplificazione degli esoni 4-9 (Tab.5) di 
p53 prevedono, dopo una denaturazione iniziale a 95°C per 5 minuti, 35 cicli con  
denaturazione a 94°C per 2 minuti, appaiamento a 61°C per 2 minuti e sintesi a 72°C 
per 3 minuti, seguiti da unestensione finale di 10 minuti. Come controllo negativo 
viene omesso il DNA stampo in un tubo di reazione.  
I prodotti di amplificazione sono controllati mediante analisi elettroforetica su gel 
orizzontale di agarosio al 2% con bromuro di etidio. Le dimensioni dei prodotti di 
p53 sono riportate nella seguente tabella. 
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I prodotti di PCR sono diluiti 1:1 con una soluzione denaturante (1% xilene-cianolo, 
1% blu di bromofenolo, 0,1 mM EDTA, 99% formaldeide), denaturati  per 5 minuti a 
95°C e raffreddati immediatamente in ghiaccio, per evitare il riappaiamento dei 
singoli filamenti. Lo screening SSCP delle mutazioni di p53 è stato condotto con 
lapparecchio GenePhor Electrophoresis Unit, usando GeneGel Excel 12,5/24 
(12,5% T, 2% C) (Amersham Biosciences, Milano, Italia). La corsa elettroforetica è 
stata effettuata alla temperatura di 18°C ed alle condizioni costanti di 600 V, 25 mA 
e 15 W per 80 minuti circa. Per la colorazione del gel è stato utilizzato il PlusOne 
Silver Staining Kit (Amersham Biosciences, Milano, Italia), in accordo alle istruzioni 
fornite dal kit. 
I campioni tumorali che mostrano bande aberranti nella migrazione in due o più 
esperimenti indipendenti di PCR-SSCP sono stati considerati mutati. 
 
p53 Dimensioni in paia-basi 
Esone 4 307 
Esone 5 211 
Esone 6 185 
Esone 7 139 
Esone 8 200 
Esone 9 102 
Tab.6  Dimensione in paia-basi degli esoni di p53. 
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Sequenziamento del DNA 
I prodotti di amplificazione dei campioni probabilmente mutati sono stati purificati 
con ExoSAP-IT (USB, Amersham Biosciences, Milano, Italia), un tampone 
contenente due enzimi idrolitici in grado di degradare residui di primers e dNTPs.  
I campioni così purificati sono pronti per essere sottoposti al sequenziamento diretto, 
utilizzando il Thermo Sequenase Cy5 Dye Terminator Kit, lo strumento 
ALFexpressII con i gel Reprogel Long Read (Amersham Biosciences, Milano, Italia) 
in accordo alle istruzioni della ditta produttrice. 
Il sequenziamento del DNA si basa sullincorporazione casuale nella sequenza del 
campione in esame di dideossinucleotidi (ddNTPs) che, a differenza dei 
deossinucleotidi, mancano di un gruppo ossidrile in posizione 3 e bloccano la 
reazione di amplificazione impedendo la formazione del legame fosfodiesterico. Si 
ottengono in questo modo filamenti di DNA di lunghezza variabile, da un singolo 
nucleotide fino ad una lunghezza pari a quella della sequenza amplificata. E 
possibile separare la miscela di filamenti di DNA in base al loro peso molecolare su 
un gel di acrilammide in condizioni denaturanti. Il sequenziatore automatico 
utilizzato prevede lutilizzo di un unico fluorocromo comune a tutti e quattro i 
ddNTPs; è necessario perciò effettuare quattro reazioni di PCR separate per ogni 
campione da analizzare. 
Il prodotto di reazione deve essere purificato per eliminare qualunque traccia dei 
ddNTPs che non  siano stati incorporati nella sequenza; si esegue una semplice 
precipitazione etanolica, seguendo il protocollo consigliato nelle istruzioni del kit. A 
questo punto, il prodotto di sequenza purificato viene denaturato in presenza di un 
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tampone contenente formammide a 70°C per 2 minuti e fatto correre su un gel di 
acrilammide in tampone TBE 0.5X. 
 
Analisi statistica 
Tutte le analisi statistiche sono state effettuate con il sistema software Statistica. La 
correlazione tra le variabili analizzate è stata effettuata mediante tabelle di 
contingenza (2 test). Il test non-parametrico di Kruscall-Wallis è stato utilizzato per 
correlare le caratteristiche clinico-patologiche dei carcinomi del colon-retto ai livelli 
di telomerasi. Il t-test è stato utilizzato per valutare la correlazione tra lo stato 
mutazionale del gene p53 ed i livelli di telomerasi nei carcinomi colorettali, e le 
diversità tra i livelli di attivazione dellenzima e lespressione del suo messaggero 
negli altri tipi di neoplasie analizzate. Il livello di significatività statistica è stato 
stabilito per un valore di p inferiore a 0.05. 
In base ai dati di follow-up relativi ai pazienti con tumori gliali, si ottengono le 
curve relative alla sopravvivenza globale ed allintervallo libero da malattia 
utilizzando il metodo di Kaplan-Meier. 
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3a. VALUTAZIONE DELLATTIVITA TELOMERASICA NELLA 
CANCEROGENESI COLORETTALE 
 
Attività telomerasica nella mucosa normale 
I livelli di attività telomerasica sono stati espressi in unità TPG. Non è stata 
evidenziata alcuna attività telomerasica in 20 campioni di mucosa colica normale a 
distanza dalla neoplasia ed in 6 campioni di mucosa adiacente, sul totale dei 36 
campioni analizzati (rispettivamente, il 55.5% ed il 16.6%); i rimanenti casi, sebbene 
positivi, mostravano un debole segnale. Su questi valori è stata calcolata la 
mediaDS (Deviazione Standard) di unità TPG, risultata 0.470.49 per la mucosa 
normale a distanza e 0.930.58 per la mucosa prelevata in sede peritumorale 
(Fig.11). 
 
Attività telomerasica nei polipi adenomatosi e displastici 
Il 55.5% dei polipi adenomatosi (5 su 9) è risultato telomerasi-negativo. Tra i polipi 
positivi, un caso mostrava 1 unità TPG e tre manifestavano 2 unità TPG; la media 
dellattività telomerasica è risultata 0.770.97 unità TPG. Tutti gli 8 polipi displastici 
sono risultati invece telomerasi-positivi, con un valore mediano di 2 unità TPG e una 
media pari a 1.750.7 unità TPG, valore significativamente più alto rispetto ai polipi 
adenomatosi (p=0.03) (Fig.11). La più alta attività telomerasica è stata notata 
nellunico caso di polipo displastico concomitante a tumore ed in un polipo con 
severa displasia.  
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Attività telomerasica nel carcinoma colorettale 
Il saggio TRAP nei carcinomi ha evidenziato la presenza di attività telomerasica nel 
100% dei casi, mostrando livelli significativamente più alti (media di 73.247.6 unità 
TPG) rispetto a quelli della mucosa normale o dei polipi (2 test, p0.001) (Fig.11). 
La figura 12 mostra un esempio di corsa elettroforetica in alcuni campioni 
rappresentativi. 
Fig. 11 Attività telomerasica, espressa in unità TPG, nei campioni di mucosa 
normale, di polipo e di carcinoma colorettale. Il valore mediano di 56 unità 
TPG (in rosso) ha permesso di distinguere i tumori in due classi, con elevata e 
bassa attività telomerasica.  
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Attività telomerasica nella progressione del carcinoma al colon-retto 
I 36 campioni tumorali sono stati distinti in tumori caratterizzati da una bassa attività 
telomerasica e tumori ad alta attività, sulla base del valore mediano di 56 unità TPG 
assunto come valore cut-off. E stato possibile, in questo modo, evidenziare un 
graduale aumento dei livelli enzimatici negli stadi più avanzati del tumore, sia in 
base alla classificazione TNM (T3-T4, p0.0001) che in base alla classificazione 
Astler-Coller (B2-C1-C2-D, p0.0001) (Tab.7) (Fig.13). I pazienti con un 
interessamento metastatico linfonodale al momento della diagnosi (N1-N2) hanno 
evidenziato una più elevata attività telomerasica, rispetto ai pazienti che invece ne 
erano privi (N0) (p0.004) (Tab.7). Unassociazione statisticamente significativa è 
emersa tra attività telomerasica e grado di differenziazione tumorale (p=0.02) 
(Tab.7). Le uniche due lesioni metastatiche hanno mostrato attività telomerasica più 
elevata rispetto ai rispettivi tumori primitivi (in figura 12 è riportata la metastasi 
epatica come esempio). 
Fig. 12 Un esempio di saggio TRAP per due carcinomi (T1 e T2), una mucosa peritumorale 
(MT), una metastasi epatica (ME) ed una mucosa normale a distanza (M). I quattro prelievi 
evidenziati dalla freccia si riferiscono allo stesso paziente. Sono stati inoltre inclusi un 
controllo negativo (Cn) ed uno positivo (Cp), come previsto da ogni saggio TRAP. I simboli  
e + indicano, rispettivamente, lassenza e la presenza di inattivazione dellenzima al calore. 
Trattamento  
al calore:                                                                   
T1             T2             MT          ME             M              Cn        Cp      L 
 
36pb 
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  ATTIVITA 
TELOMERASICA 
 
  ≤ Mediana > Mediana p 
     
G2 13 16 Grado di 
differenziazione G3 1 6 0.02 
     
T1-T2 14 5 
T3-T4 - 17 <0.0001 
A-B1 11 2 
Stadio del 
tumore 
B2-C1-C2-D 2 21 0.0001 
     
N0 12 10 Stadio 
linfonodale N1-N2 1 12 0.004 
     
Tab. 7  Correlazione tra parametri tumorali e attività telomerasica. 
Fig. 13 Attività telomerasica nei campioni tumorali, classificati sia in base 
alla classificazione TNM che Astler-Coller. I termini bassa ed alta attività 
si riferiscono rispettivamente a campioni con valori minori-uguali o 
maggiori al  valore di mediana. 
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3b. VALUTAZIONE DELLESPRESSIONE DI hTERT NELLA 
CANCEROGENESI COLORETTALE 
 
Espressione e splicing alternativo di hTERT mRNA 
Lanalisi mediante RT-PCR è stata effettuata su 32 dei 36 campioni tumorali (e le 
rispettive mucose normali) e sulla totalità dei polipi,  già analizzati mediante saggio 
TRAP. I livelli di hTERT mRNA sono stati semi-quantificati relativamente 
allespressione del gene ubiquitario GAPDH. Nella figura 14 è mostrato un esempio 
di RT-PCR per il messaggero di hTERT. Solamente il trascritto full-lenght di 
hTERT è in grado di codificare per una trascrittasi inversa attiva e funzionale; sulla 
base di questo dato, sono stati considerati positivi solamente i campioni che 
evidenziavano il prodotto full-lenght. Tutti i campioni positivi per il prodotto full-
lenght, tuttavia, esprimevano anche lisoforma con la -delezione. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 14 Esempio di corsa elettroforetica su gel di agarosio all1.5%, dove è 
visualizzata lespressione di hTERT mRNA (pannello in alto), con le due 
isoforme, e lespressione del gene ubiquitario GAPDH (pannello in basso) negli 
stessi campioni. Sono rappresentati due campioni tumorali (T1 e T2) con le 
rispettive mucose normali adiacenti (MT1 e MT2); per un paziente è stato 
possibile analizzare anche i prelievi di mucosa a distanza (M) e di metastasi 
epatica (ME). 
457 pb 
275 pb 
 L       MT1     T1      T2     MT2     M     ME      L 
hTERT 
412 pb 
GAPDH 
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Espressione di hTERT mRNA nella mucosa normale 
Non è stata evidenziata espressione di hTERT mRNA in 17 casi su 32 di mucosa a 
distanza (53.1%) e in 15 casi su 32 di mucosa adiacente (41.6%). Nei campioni 
positivi, tuttavia, lisoforma con la -delezione è risultata più evidente rispetto al 
trascritto full-lenght, presente in modeste quantità. La mediaDS dellespressione 
relativa di hTERT è risultata 0.060.07 per la mucosa normale a distanza e 0.110.1 
per la mucosa adiacente (Fig.15). 
 
Espressione di hTERT mRNA nei polipi adenomatosi e displastici 
Tra i polipi adenomatosi, 5 su 9 (55.5%) sono risultati telomerasi-negativi; i restanti 
quattro casi positivi hanno evidenziato una mediaDS dellespressione relativa di 
hTERT di 0.060.1. 
Tra i polipi displastici, 5 su 8 (62.5%) sono risultati telomerasi-positivi con un valore 
mediano dellespressione di hTERT di 0.24 e una mediaDS di 0.230.22 (Fig.15); i 
livelli più elevati di hTERT, così come di attività telomerasica, sono stati evidenziati 
nellunico caso di polipo concomitante a tumore e in un polipo con severa displasia.  
 
Espressione di hTERT mRNA nel carcinoma colorettale 
Il messaggero di hTERT è presente nel 100% dei campioni tumorali analizzati, con 
un livello di espressione significativamente più alto (media dellespressione relativa 
di hTERT di 2.981.91) rispetto a quello della mucosa normale o dei polipi (2 test, 
p0.001) (Fig.15).  
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Espressione di hTERT mRNA nella progressione del carcinoma colorettale 
Analogamente a quanto effettuato per la valutazione dellattività telomerasica, il 
valore mediano di 2.28 è stato assunto come valore cut-off, per distinguere tumori 
a bassa o alta espressione di hTERT mRNA (Fig.15). Unelevata espressione di 
hTERT è stata associata agli stadi più avanzati del tumore (T3-T4, p0.0002; B2-C1-
C2-D, p0.001) (Tab.8) (Fig.16). I tumori caratterizzati da un interessamento 
metastatico linfonodale (N1-N2) hanno inoltre mostrato livelli di hTERT mRNA 
significativamente più alti rispetto ai tumori che ne erano privi (N0) (p0.02) (Tab.8). 
Entrambe le metastasi hanno mostrato livelli di espressione di hTERT più elevati 
rispetto ai corrispondenti tumori primitivi, come è riportato in figura 14 per la 
metastasi epatica.  
Fig. 15 Espressione relativa del messaggero di hTERT nei campioni di 
mucosa normale, di polipo e di carcinoma colorettale. Il valore mediano di 
2.28 (in rosso) ha permesso di distinguere i tumori in due classi, con 
elevata e bassa espressione di hTERT. 
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  LIVELLI DI hTERT 
mRNA 
 
  ≤ Mediana > Mediana p 
     
T1-T2 11 4 
T3-T4 1 16 0.0002 
A-B1 7 3 
Stadio del 
tumore 
B2-C1-C2-D 1 21 0.001 
     
G2 11 14 Grado di 
differenziazione G3 1 6 0.17 
     
N0 9 10 Stadio 
linfonodale N1-N2 - 13 0.02 
     
Tab. 8  Correlazione tra parametri tumorali ed espressione di hTERT mRNA. 
Fig. 16  Espressione di hTERT nei campioni tumorali classificati in base 
alle due classificazioni, TNM ed Astler-Coller. I termini bassa ed alta 
espressione corrispondono rispettivamente a valori minori-uguali o 
maggiori del valore di mediana.  
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3c. CORRELAZIONE TRA ATTIVITA TELOMERASICA ED 
ESPRESSIONE DI hTERT mRNA 
 
Il graduale aumento di attività telomerasica registrato nel passaggio dallepitelio 
normale, ai polipi adenomatoso e displastico, fino alla lesione tumorale ed alle 
metastasi, è del tutto analogo al progressivo incremento di espressione di hTERT; è 
stata infatti riscontrata una netta correlazione tra attività telomerasica, valutata 
mediante saggio TRAP, ed espressione di hTERT mRNA, misurata mediante RT-
PCR (2 test; p0.001). Nel carcinoma colorettale, quindi, lanalisi molecolare del 
messaggero della telomerasi può essere considerato un metodo rapido e valido per la 
valutazione dei livelli tissutali dellenzima.  
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3d. VALUTAZIONE DELLE ALTERAZIONI DEL GENE p53 
 
Allo scopo di evidenziare eventuali mutazioni del gene p53, che potrebbe essere 
coinvolto in un possibile meccanismo di regolazione dellattività telomerasica, sono 
state amplificate le regioni altamente conservate (esoni dal 4 al 9). 
I risultati ottenuti mediante tecnica di PCR-SSCP hanno rilevato 19 campioni 
tumorali mutati su 36 esaminati (52.7%); nessuna mutazione è stata trovata nella 
corrispondente mucosa normale. 
Il sequenziamento automatico ha mostrato una maggiore frequenza di mutazione a 
livello degli esoni 4 e 5. Le alterazioni a carico di p53 sono risultate prevalentemente 
mutazioni missenso (Fig.17) con cambiamento aminoacidico; delezioni in frame-
shift e mutazioni nonsenso, che portano alla formazione di proteina tronca o 
alterano il sito di splicing, sono state ritrovate con minor frequenza (Tab.9). 
 
 
 
 
Fig. 17 Esempio di elettroferogramma. La mutazione evidenziata è 
missenso; la sigla R indica la sostituzione di una adenina o di una 
guanina. 
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SSCP 
PATTERNS 
 
SITO DI 
MUTAZIONE MUTAZIONE DEL GENE p53 
M+W 
M+W 
Esone 5 Cod. 157 GTCTTC  ValPhe 
Cod. 157 GTCGAC ValAsp 
M Esone 4 Cod.  76  GGAGCA GlyAla 
M+W Esone 5 Cod. 166 TCATAA  SerStop 
M+W 
M+W 
M+W 
Esone 5 
Esone 6 
Cod. 155 ACCACA ThrThr 
Cod. 193 CATCCT  HysPro 
Cod. 194 CTTCCT  LeuPro 
M+W Esone 9 Delezione delle basi AT in pos.1222-3 
cod. 324  
M+W Esone 6  Cod. 213 CGAYGA ArgStop 
M Esone 8 Cod. 281 GACGAA AspGlu 
M+W 
M+W 
Esone 7 
Esone 5 
Cod. 248 CGGYGG ArgThr 
Cod. 177 CCCCYC  ProLeu 
M+W Esone 4 Cod.  76  GGAGCA GlyAla 
M+W Esone 8 Cod. 306 CGAYGA  ArgStop 
M Esone 4 Cod.  76  GGAGCA GlyAla 
M+W Esone 8 Cod. 280 AGARGA ArgGly 
M 
M+W 
Esone 4 
Esone 5 
Cod.  76  GGAGCA GlyAla 
Cod. 176 TGCRGC  CysSer 
M+W Esone 7 AG pos. 13991 del gene, al sito di 
splicing 
M+W Esone 7 AG pos. 13991 del gene, al sito di 
splicing 
M+W 
M 
M+W 
Esone 4 Cod.  72 CGCCCS ArgPro 
Cod.  76 GGAGCA GlyAla 
Cod.  91 TGGTGR  ProLeu 
M+W Esone 7 Cod. 250 CCCCTC TrpStop 
M Esone 6 Cod. 213 CGACGG ArgArg 
M Esone 8 Cod. 273 CGTTGT ArgCys 
 
K, G o T; R, A o G; M, A o C; V, G o C o A; W, A o T; S, G o C; Y, C o T. 
 
M+W, banda aberrante di un allele mutato e banda dellallele wild-type 
M, banda aberrante dellallele mutato senza banda dellallele wild-type 
  
 
 
Tab. 9  Descrizione delle mutazioni del gene p53 nei campioni tumorali di 
colon. 
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Cinque pazienti hanno presentato simultanee mutazioni a carico dello stesso esone o 
in esoni diversi del gene p53. Alcune mutazioni evidenziate dal sequenziamento 
automatico corrispondono a hot spot per il carcinoma colorettale, in particolare la 
trasversione GT al codone 157 e la transizione CT al codone 248. 
La correlazione tra elevati livelli di attività/espressione telomerasica e stato 
mutazionale di p53 è risultata significativa; i campioni tumorali mutati per p53 
mostrano più elevati livelli di telomerasi, sia in termini di attività che di espressione 
(rispettivamente p=0.014 e p=0.03) (Tab.9).  
 
 Stato del gene p53  
 Wild-type Mutato p 
    
Attività telomerasica TPG 
(mediaDS) 56.339.6 89.144.2 0.014 
    
Espressione relativa di 
hTERT mRNA 
(mediaDS) 
1.81.2 2.71.2 0.03 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tab. 10 Correlazione tra lo stato del gene p53 e la telomerasi nel carcinoma 
colorettale. 
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4a. VALUTAZIONE DELLATTIVITA TELOMERASICA NEI TUMORI 
DELLA CUTE  
 
I livelli di attività telomerasica sono stati espressi in unità TPG. I tessuti normali di 
controllo sono risultati telomerasi-negativi o, se positivi, mostravano comunque un 
debole segnale. E stato possibile analizzare solamente 32 casi mediante saggio 
TRAP, 20 epiteliomi baso-cellulari e 12 epiteliomi spino-cellulari; dei restanti 17 
casi non è stato possibile disporre di quantità di tessuto sufficienti per lanalisi. La 
figura 18 mostra un esempio di saggio TRAP per gli epiteliomi. 
 
 
 
 
 
 
Il 75% degli epiteliomi baso-cellulari (15 casi su 20) ed il 91.6% degli spino-cellulari 
hanno evidenziato attività telomerasica; la mediaDS di unità TPG è risultata di 
36.543 per i baso-cellulari, valore significativamente più basso rispetto a 82.950.7 
per gli spino-cellulari (t-test; p=0.009) (Fig.19).  
             1         2          3         4          5         6        7          8          9       Cn Cp   T   L 
Trattamento  
al calore          -    +    -    +    -    +    -   +    -    +     -    +   -    +    -   +     -   +    
36pb 
Fig. 18  Un esempio di saggio TRAP sui tumori della cute. Corsie 1-3, epiteliomi 
baso-cellulari; corsie 4-9, epiteliomi spino-cellulari; Cn, controllo negativo (senza 
laggiunta di alcun lisato); Cp, controllo positivo (106cellule); T, controllo TSR8 
fornito dal kit; L, peso molecolare di 100pb. I simboli  e + indicano, 
rispettivamente, lassenza e la presenza di inattivazione dellenzima al calore. 
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I 32 campioni sono stati quindi distinti in tumori caratterizzati da una bassa attività 
telomerasica e tumori ad alta attività, sulla base del valore mediano di 37.5 unità 
TPG assunto come cut-off. E stato possibile evidenziare un aumento dei livelli 
enzimatici nellistotipo spino-cellulare (2 test; p=0.02) (Tab.11). 
 
  Attività telomerasica  
  ≤ mediana > mediana p 
     
Epiteliomi  
 baso-cellulari 13 7 Istotipo Epiteliomi 
spino-cellulari 3 9 
0.02 
     
 
 
 
Ep. baso-cell.      Ep. spino-cell. 
0 
100 
200 
Fig. 19 Attività telomerasica, espressa in unità TPG, nei tumori 
della cute analizzati. Lasse orizzontale indica il valore mediano 
di unità TPG per i campioni. 
Tab. 11 Correlazione tra attività telomerasica ed istotipo. 
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4b. VALUTAZIONE DELLESPRESSIONE DI hTERT NEI TUMORI 
DELLA CUTE 
 
Lanalisi mediante RT-PCR è stata effettuata sulla totalità dei campioni (e dei 
rispettivi prelievi normali). I livelli di hTERT mRNA sono stati semi-quantificati 
relativamente allespressione del gene ubiquitario GAPDH. Nella figura 20 è 
mostrato un esempio di RT-PCR per il messaggero di hTERT. In analogia allanalisi 
condotta sui carcinomi del colon-retto, sono stati considerati positivi solamente i 
campioni che evidenziavano il prodotto full-lenght.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 20 Esempio di corsa elettroforetica su gel di agarosio all1.5%, dove è 
visualizzata lespressione di hTERT mRNA (pannello in alto), con le due 
isoforme, e lespressione del gene ubiquitario GAPDH (pannello in basso) 
negli stessi campioni. Corsia 1, epitelioma baso-cellulare negativo; corsie 2 e 
3, epiteliomi baso-cellulari positivi con due intensità di segnale diverse; 
corsie 4 e 5, epiteliomi spino-cellulari positivi; Cn, controllo negativo; L, 
peso molecolare di 100pb.  
412 pb 
GAPDH 
457 pb 
275 pb 
hTERT 
   L        1        2        3        4        5        Cn      L         
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Il messaggero di hTERT è presente nel 45.7% (16 di 35) degli epiteliomi baso-
cellulari e nel 92.8% (13 di 14) degli spino-cellulari; la mediaDS dellespressione 
relativa di hTERT è risultata 0.370.6 per il primo istotipo e 1.511.57 per laltro (t-
test; p<0.0001) (Fig.21). 
 
 
 
 
 
 
Analogamente a quanto effettuato per la valutazione dellattività telomerasica, è stato 
assunto come cut-off il valore mediano (0.72) di espressione relativa di hTERT, 
per eseguire una valida distinzione tra tumori a bassa o alta espressione di hTERT 
mRNA. Unelevata espressione di hTERT è risultata essere associata con listotipo 
spino-cellulare (2 test; p<0.0001) (Tab.12), come già dimostrato anche per lattività 
telomerasica. 
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Fig. 21 Espressione relativa del messaggero di hTERT nei tumori 
della cute analizzati. Lasse orizzontale indica il valore mediano, 
che ha permesso di distinguere i tumori in due classi, con elevata 
e bassa espressione di hTERT . 
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  Livelli di hTERT mRNA  
  ≤ mediana > mediana p 
     
Epiteliomi  
baso-cellulari 32 3 Istotipo Epiteliomi 
spino-cellulari 5 9 
<0.0001 
     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tab. 12 Correlazione tra livelli di messaggeri di hTERT ed istotipo. 
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4c. CORRELAZIONE TRA ATTIVITA TELOMERASICA ED 
ESPRESSIONE DI hTERT mRNA 
 
I campioni di tumori cutanei con intensa attività telomerasica, principalmente 
rappresentati dallistotipo spino-cellulare, mostravano anche i livelli più elevati di 
messaggero per hTERT; è stata infatti riscontrata una netta correlazione tra attività 
telomerasica valutata mediante saggio TRAP ed espressione di hTERT mRNA, 
misurata mediante RT-PCR (2 test; p=0.0003) (Tab.13). Come per il carcinoma 
colorettale, quindi, lanalisi molecolare del messaggero della telomerasi può essere 
considerato un metodo rapido e valido per la valutazione dei livelli tissutali 
dellenzima.  
 
  Attività telomerasica  
  ≤ mediana > mediana p 
     
≤ mediana 15 5 Livelli di 
hTERT mRNA > mediana 1 11 0.0003 
     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tab. 13 Correlazione tra i livelli di attività telomerasica e di hTERT mRNA 
nel tumore della cute. 
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5a. VALUTAZIONE DELLATTIVITA TELOMERASICA E 
DELLESPRESSIONE DI hTERT NEI MENINGIOMI INTRACRANICI 
 
La figura 22 mostra un esempio rappresentativo di saggio TRAP (pannello A) e di 
corsa elettroforetica (pannello B) per i meningiomi tipici e atipici/anaplastici.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 22 A. Un esempio di saggio TRAP per i meningiomi. Corsia 1, meningioma 
anaplastico; corsie 2 e 3, meningiomi tipici; Cn, controllo negativo (senza 
laggiunta di alcun lisato); Cp, controllo positivo (106cellule); T, controllo TSR8 
fornito dal kit; L, peso molecolare di 100pb. I simboli  e + indicano, 
rispettivamente, lassenza e la presenza di inattivazione dellenzima al calore. 
B. Esempio di corsa elettroforetica su gel di agarosio all1.5%, dove è 
visualizzata lespressione di hTERT mRNA (in alto), con le due isoforme, e 
lespressione del gene ubiquitario GAPDH (in basso) negli stessi campioni. Cn, 
controllo negativo; L, peso molecolare di 100pb. 
                          1              2               3            Cn   Cp   T     L 
Trattamento     -      +      -      +       -     +     
 al calore 
 
36 bp 
A 
L         1         2           3       Cn    
457 bp 
275 bp 
412 bp 
hTERT 
GAPDH 
B 
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E stata evidenziata attività telomerasica nel 73% dei meningiomi tipici (19 casi su 
26) e nella totalità dei meningiomi atipici/anaplastici (6 casi su 6). La mediaDS di 
unità TPG è risultata di 3.84.6 per i tipici, valore significativamente più basso 
rispetto a 13.86.8 per gli atipici/anaplastici (t-test; p=0.0001). Il valore mediano di 3 
unità TPG è stato assunto come cut-off per distinguere i tumori caratterizzati da 
una bassa attività telomerasica dai tumori ad alta attività; tutti i meningiomi 
atipici/anaplastici appartengono al gruppo ad alta attività enzimatica, mentre la 
maggior parte dei tipici mostra bassi livelli (2 test; p=0.001) (Tab.14). 
 
  Attività telomerasica  
  ≤ mediana > mediana p 
     
Meningiomi 
tipici 19 7 Istotipo Meningiomi 
atipici/anaplastici 0 6 
0.001 
     
 
 
Lanalisi mediante RT-PCR è stata effettuata sulla totalità dei campioni. I livelli di 
hTERT mRNA sono stati valutati in maniera semiquantitativa relativamente 
allespressione del gene ubiquitario GAPDH. In analogia allanalisi condotta sui 
carcinomi del colon-retto, sono stati considerati positivi solamente i campioni che 
evidenziavano il prodotto full-lenght.  
Il messaggero di hTERT è presente nel 30.8% (8 di 26) dei meningiomi tipici e nel 
50% (3 di 6) degli atipici/anaplastici. Soltanto 11 meningiomi su 32 (34.3%) sono 
Tab. 14 Correlazione tra attività telomerasica ed istotipo. 
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risultati positivi per hTERT mRNA, percentuale inferiore a quella della positività per 
lattività telomerasica (78.1%).  
Analogamente a quanto effettuato per la valutazione dellattività telomerasica, è stato 
assunto come cut-off il valore mediano di espressione relativa di hTERT di 0.43, 
per eseguire una valida distinzione tra tumori a bassa o alta espressione di hTERT 
mRNA. Una ridotta espressione di hTERT è risultata comunque essere associata con 
listotipo tipico (2 test; p=0.02) (Tab.15), come già dimostrato anche per lattività 
telomerasica. 
 
  Livelli di hTERT mRNA  
  ≤ mediana > mediana p 
     
Meningiomi 
 tipici 23 3 Istotipo Meningiomi 
atipici/anaplastici 3 3 
0.02 
     
 
 
 
Correlazione tra attività telomerasica ed espressione di hTERTmRNA 
I campioni di tumori intracranici primitivi con intensa attività telomerasica, 
principalmente rappresentati dallistotipo atipico/anaplastico, mostravano anche i 
livelli più elevati di messaggero per hTERT; è stata infatti riscontrata correlazione tra 
attività telomerasica valutata mediante saggio TRAP ed espressione di hTERT 
mRNA, misurata mediante RT-PCR (2 test; p=0.01) (Tab.16). Come per il 
carcinoma colorettale, quindi, lanalisi molecolare del messaggero della telomerasi 
Tab. 15 Correlazione tra livelli di messaggeri di hTERT ed istotipo. 
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può essere considerato un metodo rapido e valido per la valutazione dei livelli 
tissutali dellenzima.  
 
  Attività telomerasica  
  ≤ mediana > mediana p 
     
≤ mediana 18 1 Livelli di 
hTERT mRNA > mediana 8 5 0.01 
     
 
 
 
E interessante sottolineare che nei casi di meningioma atipico/anaplastico, recidivati 
dopo la resezione chirurgica, risultavano elevati i livelli di telomerasi, sia in termini 
di attività che in termini di messaggero.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tab. 16 Correlazione tra i livelli di attività telomerasica e di hTERT mRNA  
nei meningiomi 
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5b. VALUTAZIONE DELLATTIVITA TELOMERASICA E 
DELLESPRESSIONE DI hTERT NEI GLIOMI 
 
La figura 23 mostra un esempio rappresentativo di saggio TRAP (pannello A) e di 
corsa elettroforetica (pannello B) per i tumori gliali.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 23 A. Un esempio di saggio TRAP per i gliomi. Corsie 1 e 2, campioni con 
bassa attività telomerasica; corsie 3-5, campioni con elevata attività; Cn, controllo 
negativo (senza laggiunta di alcun lisato); Cp, controllo positivo (106cellule); T, 
controllo TSR8 fornito dal kit; L, peso molecolare di 100pb. I simboli  e + indicano, 
rispettivamente, lassenza e la presenza di inattivazione dellenzima al calore. 
B. Esempio di corsa elettroforetica su gel di agarosio all1.5%, dove è visualizzata 
lespressione di hTERT mRNA (in alto), con le due isoforme, e lespressione del 
gene ubiquitario GAPDH (in basso) negli stessi campioni. Corsie 1 e 2, con bassi 
livelli di hTERTmRNA; corsie 3-5, campioni con elevati livelli di hTERTmRNA; 
Cn, controllo negativo; L, peso molecolare di 100pb. 
                         1         2           3         4           5      Cn  Cp  T   L 
Trattamento   -     +   -    +     -    +    -    +    -   + 
 al calore 
 
36 bp 
 1       2       3       4      5     Cn     L 
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La mediaDS di unità TPG è risultata di 13.99.1; il valore mediano di 14 unità TPG 
è stato assunto come cut-off per distinguere i tumori gliali caratterizzati da una 
bassa attività telomerasica dai tumori ad alta attività. Elevati livelli di attività 
telomerasica sono stati riscontrati nel 50% dei campioni gliali (21 casi di 42), senza 
evidenziare però differenze significative tra tumori a basso ed alto grado. 
Lanalisi mediante RT-PCR è stata effettuata sulla totalità dei campioni gliali eccetto 
tre, dei quali non era disponibile materiale a sufficienza. Per quanto riguarda 
lespressione relativa del messaggero hTERT, i campioni sono stati ricodificati sulla 
base del valore mediano di 0.75 (media, 0.730.77). Elevati livelli di hTERTmRNA 
sono stati trovati in 13 casi di 39 (33.3%). 
E da sottolineare, anche in questo caso, la correlazione significativa tra i livelli di 
espressione relativa del messaggero e i livelli di attività dellenzima (÷2 test; 
p<0.0001). 
 
Caratteristiche clinico-patologiche 
Avendo a disposizione i dati di follow-up relativi ai 42 pazienti con tumori gliali, è 
stato possibile valutare limpatto prognostico delle caratteristiche clinico-patologiche 
e dei livelli di telomerasi nei confronti della sopravvivenza globale e dellintervallo 
libero da malattia (Tab.17). 
Tra le variabili clinico-patologiche solo letà ha mostrato di influenzare 
statisticamente la sopravvivenza globale e lintervallo libero da malattia. Inoltre, per 
quanto riguarda i livelli di telomerasi, è emersa una differenza significativa tra i 
pazienti portatori di tumori con bassi livelli di telomerasi rispetto ai pazienti con 
elevati livelli (Fig. 24). 
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Caratteristiche clinico-
patologiche  
N° dei 
pazienti 
Sopravvivenza 
totale 
Intervallo libero 
da malattia 
Sesso     
 Maschio 
Femmina 
24 
18 0.228 0.18 
Età     
  63 anni 
> 63 anni 
22 
20 0.01 0.012 
Grado del tumore     
 II 
III 
IV 
4 
5 
33 
0.438 0.383 
Recidiva     
 Si 
No 
12 
30 0.505 0.349 
Istotipo     
 Glioblastoma 
Astroc. Differ. 
Astroc. Anapl. 
Oligoastroc. 
Gliosarcoma 
32 
4 
4 
1 
1 
0.39 0.469 
Attività 
telomerasica 
    
 Bassa 
Alta 
21 
21 0.007 0.008 
hTERTmRNA     
 Bassa 
Alta 
26 
13 0.046 0.046 
 
 
 
 
 
Tab. 17  Analisi statistica univariata. 
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Lanalisi mediante RT-PCR ha rivelato elevati livelli di hTERT mRNA nei pazienti 
con peggior prognosi, sia in termini di sopravvivenza totale che di intervallo libero 
da malattia, confermando un ruolo prognostico anche per il messaggero della 
telomerasi (Fig. 25). 
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Fig. 24  Curve di Kaplan-Meier relative alla sopravvivenza totale ed 
allintervallo libero da malattia, ottenute paragonando il gruppo dei 
pazienti con elevati livelli di attività telomerasica ed il gruppo con bassi 
livelli. 
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Tutte le variabili che hanno mostrato di influenzare significativamente la 
sopravvivenza globale allanalisi univariata, hanno mantenuto il loro valore 
prognostico nellanalisi multivariata (Cox proportional-hazard model) 
(rispettivamente, p=0.023 per età <63 anni; p=0.012 per bassi livelli di attività 
telomerasica; p=0.01 per bassi livelli di hTERTmRNA). 
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Fig. 25  Curve di Kaplan-Meier relative alla sopravvivenza totale ed 
allintervallo libero da malattia, ottenute paragonando il gruppo dei 
pazienti con elevati livelli del messaggero hTERT ed il gruppo con bassi 
livelli. 
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I telomeri sono strutture complesse e specializzate, che proteggono le estremità dei 
cromosomi eucariotici; sono costituiti dalla ripetizione di una corta sequenza di DNA 
(nei Mammiferi, TTAGGG), associata a proteine.  Alcune proteine, quali ad esempio 
TRF1 e TRF2 (Telomeric Repeat binding Factors), sembrano essere direttamente 
coinvolte nella regolazione della lunghezza dei telomeri. A causa dellincapacità 
della DNA polimerasi di replicare le estremità lineari dei cromosomi, ad ogni 
divisione cellulare vengono perse 50-100 basi di DNA telomerico.  
Le cellule umane normali in coltura possiedono un limitato potenziale replicativo, 
andando incontro dopo successive divisioni alle fasi di senescenza (M1) e di crisi 
(M2); questo meccanismo a orologeria è basato sullaccorciamento dei telomeri 
(Kelland, 2005). 
Una cellula tumorale acquisisce la capacità di intervenire nel controllo della 
proliferazione, per esempio aumentando la sua esposizione a fattori di crescita o 
sviluppando resistenza verso lapoptosi (Kim et al., 1994). Spesso, tutto ciò non è 
sufficiente per assicurare la crescita continua del tumore. Le cellule tumorali, per 
raggiungere limmortalità, hanno la necessità di mantenere la lunghezza e lintegrità 
dei telomeri. Nella maggior parte dei casi (circa il 90%) ciò è ottenuto attraverso la 
riattivazione di un meccanismo di retro-trascrizione mediato dallenzima telomerasi, 
capace di aggiungere nuove unità TTAGGG ai telomeri stessi (Morin, 1989). I geni 
delluomo che codificano per le due componenti principali dellenzima, hTR e 
hTERT, furono clonati nella metà degli anni 90 (Feng et al., 1995; Nakamura et al., 
1997). 
Alcune cellule tumorali sembrano, invece, mantenere i telomeri ad una lunghezza 
tipica di circa 17Kb, attraverso un meccanismo telomerasi-indipendente, noto come 
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ALT (Alternative Lengthening of Telomeres). Alcuni tipi di tumore, quali ad esempio 
osteosarcoma e glioma, sembrano utilizzare frequentemente il meccanismo ALT 
(Kelland, 2005).  
Una specifica associazione tra attività telomerasica e processi di immortalizzazione e 
cancerogenesi era stata osservata per la prima volta nel 1994 nel laboratorio di Shay 
(Kim et al., 1994) e, successivamente,  supportata da numerosi studi su linee cellulari 
tumorali e su materiale bioptico. 
Nel nostro studio, allo scopo di chiarire il ruolo della telomerasi nello sviluppo e 
nella progressione tumorale, abbiamo effettuato in parallelo lanalisi dellattività 
telomerasica e dellespressione genica del suo messaggero hTERT in campioni 
normali e tumorali di colon. La cancerogenesi colorettale rappresenta, infatti, un 
ideale modello multistadio; lo sviluppo della neoplasia si verifica attraverso una 
precisa progressione istologica dallepitelio normale, allepitelio iperplastico, 
alladenoma, fino al carcinoma. 
Lutilizzo del saggio TRAP, basato sullamplificazione delle sequenze telomeriche 
ripetute, ci ha consentito di evidenziare che il 44.5% dei campioni di mucosa 
normale a distanza e l83.4% dei campioni di mucosa normale adiacente mostra 
attività enzimatica, ma a livelli molto bassi. Questi dati risultano in accordo con lo 
studio di Shoji et al. (2000), che aveva dimostrato la presenza della telomerasi nel 
tessuto normale delle cripte intestinali.  
Il nostro studio ha sottolineato una netta corrispondenza tra livelli di attività 
telomerasica ed acquisizione della malignità; lattività enzimatica, infatti, incrementa 
gradualmente passando da polipo adenomatoso benigno, a polipo displastico fino a 
raggiungere i livelli più elevati nelle lesioni francamente neoplastiche. La 
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riattivazione della telomerasi sembra in effetti rappresentare un evento molto precoce 
nella patogenesi del carcinoma al colon-retto (Chadeneau et al., 1995; Engelhardt et 
al., 1997; Tang et al., 1998; Yoshida et al., 1999). 
I nostri dati suggeriscono, inoltre, un coinvolgimento della telomerasi nella 
progressione del carcinoma verso stadi sempre più aggressivi. Abbiamo evidenziato 
attività telomerasica nel 100% dei campioni tumorali, con livelli più elevati associati 
sia agli stadi più avanzati della neoplasia che alla presenza di metastasi linfonodali. 
Unulteriore conferma è derivata dagli altissimi valori di attività riscontrati nelle due 
metastasi analizzate.  
Nel passato, il clonaggio e lanalisi di entrambi i geni codificanti, rispettivamente, 
lRNA (hTR) e la componente proteica catalitica della telomerasi (hTERT) hanno 
evidenziato una stretta correlazione tra attività telomerasica ed espressione di 
hTERT. Un successivo screening sullespressione di hTERT, condotto su campioni 
tumorali e su tessuti normali attraverso lutilizzo delle tecniche di Northern blotting, 
ibridazione in situ e principalmente RT-PCR, ha confermato i risultati iniziali 
(Kolquist et al., 1998).  
Parallelamente alla valutazione dellattività enzimatica della telomerasi (TRAP) 
abbiamo dunque analizzato lespressione del suo messaggero hTERT, al fine di 
stabilire se lanalisi molecolare, realizzata mediante RT-PCR, possa rappresentare un 
valido strumento di indagine. La scelta di primers mirati allamplificazione di 
bersagli interni alle aree di splicing, oltre che al trascritto full-lenght, è stata 
effettuata con il preciso intento di attribuire un possibile significato alla presenza 
delle varianti di splicing. Il ruolo biologico delle isoforme di hTERT è ancora 
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sconosciuto, ma un aspetto affascinante è costituito dallabbondante produzione 
dellisoforma -deleta (Ulaner et al., 2000). 
 In accordo ai dati presenti in letteratura, il trascritto full-lenght, lunico in grado di 
garantire una telomerasi enzimaticamente attiva, risultava assente o presente in bassa 
quantità nella maggior parte della mucosa normale del colon; tuttavia, il trascritto 
full-lenght appariva a più bassi livelli, se confrontato con la variante , nei 
campioni normali rispetto ai tumori, suggerendo un possibile meccanismo 
regolatorio aggiuntivo per lespressione di un messaggero attivo e funzionale. 
Sebbene a bassi livelli, la presenza del messaggero hTERT nel tessuto normale è 
stata riportata anche da altri autori (Tahara et al., 1999).  
I livelli di hTERT mRNA evidenziano una netta correlazione con la graduale 
acquisizione del fenotipo displastico/neoplastico, registrando un progressivo 
incremento di espressione passando dal polipo adenomatoso, al polipo displastico, al 
carcinoma colorettale. Lanalisi molecolare ha evidenziato lespressione del 
messaggero nel 100% dei campioni tumorali; in particolare, analogamente a quanto 
ottenuto con la valutazione dellattività enzimatica, si sono registrati livelli sempre 
più elevati procedendo verso stadi tumorali più avanzati. Lespressione di hTERT è 
risultata molto elevata nei due campioni metastatici, confermando il ruolo della 
telomerasi quale marcatore specifico di aggressività nel carcinoma colorettale (Kim 
et al., 1994). 
Lanalisi effettuata mediante saggio TRAP è stata, dunque, confermata dallanalisi 
molecolare tramite RT-PCR, evidenziando una corrispondenza tra livelli di attività 
telomerasica ed espressione del suo messaggero, fornendo unulteriore conferma di 
dati già presenti in letteratura (Yan et al., 1999). Questa correlazione risulta molto 
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vantaggiosa ai fini dellindagine enzimatica, essendo lanalisi molecolare una tecnica 
sicuramente più semplice, più veloce e più economica rispetto al saggio TRAP.  
Numerosi studi testimoniano limportante ruolo di p53 quale fattore trascrizionale 
dalle molteplici attività biologiche, tra cui la regolazione del programma di 
senescenza cellulare (Reddel, 1998). Lassenza di una proteina p53 funzionale 
sembrerebbe condurre la cellula allimmortalità, predisponendola alla trasformazione 
neoplastica. Losservazione che hTERT/telomerasi e p53 siano coinvolti sia 
nellinvecchiamento cellulare che nellimmortalizzazione, e che lattivazione della 
telomerasi da una parte e linattivazione di p53 dallaltra siano caratteristiche dei 
tumori umani, fa supporre che esista un legame tra regolazione di hTERT/telomerasi 
e p53. E possibile che lattività telomerasica sia promossa da alterazioni di p53. 
Linduzione dellespressione di p53 wild-type in fibroblasti immortalizzati ha 
condotto ad una diminuzione dellattività telomerasica (Gollahon et al., 1998). 
Analogamente, tre studi indipendenti hanno mostrato che lintroduzione di p53 wild-
type inibisce sia lattività della telomerasi che lespressione di hTERT in linee 
cellulari tumorali pancreatiche (Kusumoto et al., 1999; Kanaya et al., 2000) e di 
mammella (Xu et al., 2000). Tuttavia, la correlazione tra alterazioni di p53 e 
lattivazione della telomerasi in vivo rimane argomento di discussione. 
Lanalisi dello stato mutazionale di p53 sui campioni tumorali di colon a nostra 
disposizione, effettuata mediante tecnica di PCR-SSCP e successivo sequenziamento 
automatico, ha rilevato mutazioni nel 44.19% dei casi, percentuale comunemente 
riportata in letteratura. La maggior parte delle alterazioni riscontrate è rappresentata 
da mutazioni puntiformi; in particolare, si riscontrano frequentamente la trasversione 
GT al codone 157 e la transizione CT al codone 248. Le mutazioni in posizione 
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248 colpiscono le aree conservate del gene e alterano la funzionalità di p53 in modo 
drammatico; tra gli aminoacidi 100 e 295 si trova, infatti, larea che determina la 
conformazione della proteina, il suo specifico legame al DNA e lattività 
trascrizionale sequenza-specifica. Tuttavia, anche le altre mutazioni missenso, che 
determinano cambiamento aminoacidico, potrebbero comunque alterare la 
conformazione di p53 e la sua attività.  
I nostri risultati suggeriscono che p53 wild-type sia in grado di diminuire lattività 
dellenzima e la sua espressione. Sono stati comunque evidenziati alcuni casi con 
elevati livelli di enzima nonostante la presenza di p53 wild-type, e viceversa, alcuni 
casi con bassi livelli di telomerasi mostravano p53 mutata. Si può quindi affermare 
che linattivazione per mutazione di p53 non determini necessariamente lattivazione 
della telomerasi; ciò non sorprende, visto che la telomerasi è strettamente controllata 
da numerosi fattori e p53 non costituisce sicuramente lunico ostacolo alla sua 
attivazione.  
Alla luce dei risultati ottenuti per i campioni di carcinoma colorettale, è stato molto 
interessante ampliare la nostra analisi e valutare il ruolo della telomerasi nello 
sviluppo di altri tipi di neoplasie, quali tumori della cute e tumori intracranici 
primitivi, al fine di evidenziare da una parte eventuali diversità tra i livelli di attività 
dellenzima e di espressione del suo messaggero, dallaltra se differenti livelli di 
telomerasi fossero associati a diverse caratteristiche dei tumori analizzati. 
La telomerasi è generalmente presente a livelli molto bassi nei tessuti cutanei; è stata 
infatti evidenziata nelle cellule basali dellepidermide e nella cute esposta a raggi UV 
(Ogoshi et al., 1998). Livelli più elevati sembrano invece essere riscontrabili in 
alcune particolari condizioni di infiammazione cutanea, quali la psoriasi, sebbene 
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lapice di intensità sia raggiunto soltanto nelle neoplasie cutanee. La valutazione 
della telomerasi potrebbe rappresentare un ulteriore strumento di distinzione tra 
alterazioni proliferative benigne e lesioni maligne, anche se studi più approfonditi 
sarebbero necessari per analizzare tutto lo spettro di alterazioni cutanee che simulano 
le malattie neoplastiche, quali ad esempio le cheratosi seborroiche attivate.  
I nostri risultati hanno evidenziato una maggiore frequenza di casi telomerasi-
positivi, con livelli elevati di attività enzimatica, tra gli epiteliomi spino-cellulari 
rispetto ai baso-cellulari, in accordo con altri studi (Taylor et al., 1996; Ueda et al., 
1997; Chen et al., 2001).  
Lanalisi di hTERT mRNA, mediante RT-PCR, ha nuovamente confermato i dati 
ottenuti mediante saggio TRAP; la maggior parte degli epiteliomi spino-cellulari, 
infatti, ha mostrato livelli di messaggero più elevati rispetto agli epiteliomi baso-
cellulari. 
Il diverso pattern di attività e di espressione telomerasica potrebbe spiegare il 
diverso potenziale maligno dei due istotipi presi in esame. La riattivazione 
dellenzima potrebbe, quindi, costituire un passaggio fondamentale nello sviluppo e 
nella crescita degli epiteliomi spino-cellulari, variante più aggressiva sia in termini di 
recidive che in termini di metastasi linfonodali. 
In letteratura, attualmente, soltanto pochi studi hanno analizzato la telomerasi nei 
tumori intracranici primitivi (Sallinen et al., 1997; Falchetti et al., 1999; Grzybicki 
and Moore, 1999; Chen et al., 2000; Cabuy and de Ridder, 2001), ottenendo inoltre 
risultati contrastanti (Langford et al., 1995; DeMasters et al., 1997; Nakatani et al., 
1997; Kleinschmidt-DeMasters et al., 1998).  
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Tra i tumori intracranici primitivi, i meningiomi rappresentano circa il 20% del 
totale. La differenza tra meningiomi benigni e varianti più aggressive è di grande 
interesse clinico; mentre per i meningiomi tipici la completa resezione chirurgica può 
essere risolutiva, i meningiomi atipici e gli anaplastici, sebbene siano meno maligni 
di altre neoplasie intracraniche, sono caratterizzati da un alto rischio di recidive 
(Hiraga et al., 1998; Simon et al., 2000) e da una peggior prognosi.  
Allo scopo di chiarire il ruolo della telomerasi nei meningiomi, è stata analizzata in 
parallelo mediante saggio TRAP e mediante RT-PCR una serie consecutiva di 32 
pazienti. Abbiamo evidenziato attività telomerasica nel 100% dei meningiomi 
atipici/anaplastici e nel 73% dei tipici, con livelli più elevati associati allistotipo più 
aggressivo (in particolare, ai due casi di meningiomi atipici/anaplastici andati 
incontro a recidiva). 
Sebbene sia stata evidenziata unassociazione statisticamente significativa tra livelli 
di attività e di espressione telomerasica, è da sottolineare come 14 casi risultati 
telomerasi-positivi manchino in realtà del messaggero hTERT. Per spiegare questo 
risultato apparentemente contradditorio, Holt e collaboratori (1997) ipotizzarono che 
la telomerasi fosse una molecola più stabile rispetto al suo messaggero, con 
unemivita di circa 24 ore rispetto ad una di 2-3 ore. Unulteriore spiegazione 
potrebbe essere fornita dallinterazione del messaggero con alcune proteine 
regolatorie tessuto-specifiche; numerosi fattori di regolazione di hTERT rimangono 
ancora sconosciuti, anche se la presenza di due distinti siti di legame per hTR 
allinterno di hTERT stesso è già stata riportata in letteratura (Ford et al., 2000). 
Lattivazione della telomerasi potrebbe costituire un passaggio fondamentale nella 
patogenesi dei meningiomi, identificando le varianti più aggressive. Il numero 
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limitato di meningiomi atipici/anaplastici della nostra casistica non porta ad una 
conclusione definitiva, ma i nostri risultati trovano conferma nello studio di Langford 
et al. (1997). Lipotesi che la valutazione della telomerasi possa aggiungere utili 
informazioni sul comportamento clinico di questi tumori intracranici sembra essere 
confermata dai livelli molto elevati ritrovati nei due campioni con recidiva. 
Tra il 2001 ed il 2005 sono stati raccolti 42 campioni di gliomi, tumori intracranici 
primitivi generalmente aggressivi, 32 dei quali classificati come glioblastomi 
multiformi. Lanalisi mediante saggio TRAP e mediante RT-PCR ha fornito risultati 
sovrapponibili nella quasi totalità dei campioni. Abbiamo evidenziato elevati livelli 
di attività telomerasica solamente nel 50% dei casi (21 campioni su 42), un risultato 
paradossale alla luce del loro alto grado di malignità. La frequenza di positività, 
riportata in letteratura, è variabile dal 26 all89% (Morii et al., 1997; Chong et al., 
1998, Le et al., 1998). Già in studi precedenti (Langford et al., 1995; DeMasters et 
al., 1997; Nakatani et al., 1997) era stata osservata una percentuale di glioblastomi 
multiformi ed astrocitomi anaplastici telomerasi-negativa ed è stato dimostrato in tali 
campioni un meccanismo ALT telomerasi-indipendente per la stabilizzazione dei 
telomeri (Hakin-Smith et al., 2003). 
Avendo a disposizione i dati clinici di follow-up relativi ai 42 pazienti con tumori 
gliali, è stato possibile studiare anche il potenziale valore prognostico sia delle 
caratteristiche clinico-patologiche delle neoplasie, che dei livelli di telomerasi. 
Nessuna significatività statistica è stata dimostrata per sesso, grado, istotipo e 
presenza di recidive. In accordo alla letteratura, è emersa una correlazione tra 
giovane età e peggior prognosi (Ozbek et al., 2004; Batchelor et al., 2004). E stata 
infine analizzata la sopravvivenza dei pazienti, comparando tra loro i due gruppi con 
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bassi ed elevati livelli di telomerasi; è emersa una differenza significativa, in termini 
di sopravvivenza totale e di intervallo libero da malattia. In particolare, i pazienti con 
elevati livelli di attività telomerasica presentavano una sopravvivenza inferiore ai 
pazienti con bassi livelli. Lanalisi mediante RT-PCR ha rivelato elevati livelli di 
hTERT mRNA nei pazienti andati incontro a peggior prognosi, confermando anche 
per il messaggero della telomerasi un possibile ruolo prognostico nei gliomi.  
 
In conclusione, i nostri risultati documentano chiaramente il coinvolgimento della 
telomerasi nelloncogenesi e nella progressione tumorale, dimostrando limportanza 
del suo potenziale utilizzo come marcatore diagnostico e/o indicatore prognostico. La 
valutazione della telomerasi potrebbe, inoltre, essere proposta quale sensibile 
strumento di monitoraggio di risposta al trattamento, evidenziando eventuali residui 
minimi di malattia dopo resezione chirurgica e/o chemioterapia.  
La scoperta di una stretta correlazione tra attivazione della telomerasi, 
immortalizzazione cellulare ed oncogenesi ha fatto supporre che gli inibitori della 
telomerasi potessero essere potenti agenti terapeutici, in grado di uccidere 
selettivamente le cellule tumorali. Dal primo studio del 1999 (Neidle and Kelland) ad 
oggi, sono state proposte numerose potenziali strategie terapeutiche volte a colpire, 
da una parte direttamente i componenti dellenzima, dallaltra i telomeri stessi.  
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